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IzboljSave pri encimu zs razgradnjo visokomolekulskega
ogljikovega hidrate in v zvezi z njim, izolirani visoko-
molekulski ogljikov hidrat, postopek za izbiro mikroorganizam,
ki proizvsja tek encim, in postopek zs proizvodnjo takegs

encima.

V belgijskem patentu 5t. 882.769 je opisan postopek
za proizvodnjo ofiSfenega rastlinskega proteinskega produkta
(p.v.p, , purified vegetable protein product) z encimskim
odstranjevenjem preostanka brez raztapljanjs in ponovnega obar-

jenja proteina. Cistots pvp, ki se ga da dobiti po znanenm



postopku, ni zadovoljiva, zato bi se dals izboljSati. V pri-
merih je dokazana Cistota pvp okoli 85 %. Celo e je moZno
dobiti z znanim postopkom pvp s distoto okoli 90 %, je to
mozno doseCi ssmo z doloCenimi predhodno obdelanimi izhodnimi
materisli, npr. s sojinim proteinskim koncentratom. ZaZelno
bi bilo, da bi se dalo dosedi distoto pvp okoli ali nad 90 %
z mnogo Sirsim spektrumom izhodnih materialov, zlasti moke

iz luscene in rszmaSCene soje.

Izum temelji ns presenetljivi ugotovitvi, da se do-
loden del razgrsdnegs produkta preostanks, kot se pojavlja
pri zgoraj navedeni encimski obdelavi, to je vodotopni, visoko-
molekulski ogljikovhhidret,veZe na del fastlinskega proteina,
kot bomo kasneje podrobno pojasnili. To ima seveda zs pos-
ledico manjSo éistoto proteina. Ugotovili smo tudi, da ima ta
visokomolekulski ogljikov hidrat sposobnost, ds se veZe na
proteine Zivalskega: porekla.

Tako je smoter izuma zagotoviti encim za razgradnjo
zgoraj navedenega visokomolekulskega ogljikovega hidrsta, ki
bo omogodil proizvodnjo pvp z izboljSano &istoto, in postopek
za proizvodnjo takega encima.

Osnovo za izumllahko opisemo ns slededi naéin, pri
cemer se sklicujemo na sliko 1, na ksteri je prikszan ssmo
material, ki obstoji iz neraztopljenih trdnih snovi, medtem
ko so vsi supernstanti izpuSdeni. Sar?o sojine moke smo-rez-

delili v dve dela, del I in del II (stolpec a na sliki 1).
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Del I smo proteolitsko rezgradili pri pH vrednosti okoli 8

s pomodjo ALCALASE (proteolitski encim, proizveden s pomocjo
B.licheniformis, ki ga prodajs NOVO INDUSTRI A/S, 2880 Bag-
svaerd, Danska) in nato Se izpirsli pri pH okoli 8, da smo
odstranili celotno kolilino proteins; preostanek smo lodili

od supernatanta in sprali (glej del I, stolpec a in b, sl. 1).
Ne ts nséin smo izolirali &ist preostanek (imenovsn preostsanek
I) (stolpec b na sl. 1). Dela II sojine moke nismo obdelalij
zaradi jedrnatosti imenujemo preostsnek v delu II preostanek II
(stolpec b na sl. 1). Sedaj razgradimo tsko preostanek I kot
del IT s powoljo trine pektinaze, npr. FECTINEXA ( pektoli-
ti¢ni encim, ki gs proizvejs Schweizerische Ferment A/G, Basel,
Svica) (glej stolpec b in ¢ na sl. 1). Presenetljivo smo
ugotovili, da je neraztopljeni del preostanks I mnogo manjsi,
kot neraztopljeni del preostanke II, ns osnovi mssnih bilanc
duSika in suhe snovi, glej sl. 1,kjer drtksna podrodja v stolpcu
¢ ustrezajo netopnim neproteinskim meterislom v zgorsj nave-
deni stopnji. Nadalje, e spravimo supernatant preostanka I,
obdelanegs s pektinazo, pri pH 4,5 v stik s suspenzijo sojine-
ga proteina, se polisaharid v supernatantu vefe ns sojin pro-
tein. Ta polisaharid v supernstantu preostanka I, ki je del
razgradnega produkts preostanks in ki se v odsotnosti sojinegs
proteina v vodi bistro topi, vendar ps vete ns sojin protein
pri izoelektriéni tolki sojinega proteina sli okoli nje, Ce

je sojin protein prisoten,imenujemo SFS (Soluble Folysaccharide),

glej sl. 1. ©S¥S ims porazdelitev molekulske mase med 5 x 106



in 4,9 x 104. Proizvodnjs izoliranegs SPS je razvidna iz
tehnoloske sheme na sl. 2, ki obsega tudi nekatere od proce-
sov, prikazanih na sl. 1. Zato je problem, najti encim, ki
Je sposoben razgraditi SPS na tek nséin, ds razgradni pro-
dukti SFS ne vezejo sojinega proteina sli da vefejo sojin
protein pod mnogo manjSi-meri kot VeZe sojin:protein SES.

éeprav se opis izrecno nana$a ns sojin protein, pa
izum ni owmejen ns sojin protein, temved obsegs vse vrste
rastlinskih proteinov, glej npr. proteine, navedene v bel-
gijskem patentu §t. 882.769, str. 1.

Sedaj smo v skladu z izumom ugotovili, de lahko s
selekcioniranjem sposobnosti zs razgradnjo sojinega SPS iz-
beremo mikroorgsnizme, ki so sposobni, da proizvedejo spojino,
ki keZe encimsko sktivnost, ki udinkovito razgrajuje sojin
SPS, in ki jo v nadsljevenju zaradi jedrnatosti imenujemo
SFS-aza.

Tako obsegs prvi vidik izums SPS-szo, karbohidraszo
v uporabni obliki, ki je sposobns, da razgrsdi pod primernimi
bogoji sojin SFS v razgradne produkte, ki se veZejo na pro-
tein v vodnem mediju v menjsi meri, kot bi se sojin SES pred
razgrednjo ssm vezal na isti protein pod ustreznimi pogoji.

Nadalje smo ugotovili, da je ta SPFS-azs, ki je sposobna,
da razgradi sojin SFS, sposobna, da razgradi polisaharide,
ki so podobni SES, in ki izvirsjo iz sodivjs in plodov, po-

polneje kdot trZne pektinaze in trine celulaze.
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Zgoraj navedeni izraz "v uporabni obliki" je miSljen
tako, da izkljuduje iz izuma npr. priprasvek, ki vsebuje SPS-
820, ki vsebuje toksiénersnovi ali ki ks¥e tsko majhno ak-
tivnost SFS-sze, da zshteva uporabo pripravka, ki vsebuje
veC kot 10 % SFS-aze glede na te%o SFS v substratu, pri pres-
novi, ki jo izvajemo 24 ur in pri 50°C in pH-optimumu omen-
Jene SiS-aze, ds doseZemo kakrs$nokoli praktidno pomembno
razgradnjo SES.

S popolnim 8li delnim odstranjenjem SFS iz kondnega
rastlinskega proteins se Sistota konénegs rastlinskegs pro-
teing v primerjsvi s ¢istoto konlnega rastlinskega proteina,
ki se ga da dobiti v skladu s postopkom, znsnim iz belgijskega
patenta St. 882.769, nujno izboljs$a, saj je bil ta zneani
rastlinski proteinski produkt onediSden z SFS.

Trenutno ni znano, ali izvirs encimsks sktivnost po-
samezne SFS-aze, opisane v nadaljevanju, iz enega samega
encima 8li iz encimskega kouwpleksa, ki obsega vsaj dva encima.

Kot se zdi, kaZejo nekateme -azisksve nattc,da sta
za razgradni’ udinek SFS-aze odgovorns vsaj dva encima, pri
Cemer Jje eden od obeh encimov sposoben, da izvede seamo rshlo
razgradnjo SFS, nakar je eden ali ved encimov sposobnih, da
izvedejo bolj obseZno raszgradnjo SFS. Vendsr prijaviteljics
ne zeli, da bi jo taka hipoteza ali podobne hipoteze omejevale.

Frednostna obliks SFS-aze v smislu izums je oznadens

s tem, da je SPS-sza sposobns, da razgradi sojin SFS v vodnemn



mediju v rezgradne produkte, ki se veZejo na rastlinski
protein v vodnem mediju v wanjsi meri, kot bi se sojin SFS
pred razgradnjo vezal sam na isti rastlinski protein v vodnem
mediju.

Frednostna oblika SPS-sze v smislu izums je oznalens
s tem, da je SKFS-aze sposobns, da razgradi sojin SFS v vodnenm
mediju s pH vrednostjo, ki od 4,5 ne odstopa za veé kot 1,5,
v razgradne produkte, ki se veZejo na sojin protein v vodnem
mediju v menjsi meri, kot bi se sojin SFS pred razgradnjo vezal
8881 na sojin protein v vodnem mediju.

Frednostna oblika S¥FS-aze v smislu izums je oznalens
s tem, da se razgradni produkti sojinega SPS po kondsni raz-
gradnji veZejo ns rastlinski protein v obsegu manj kot 50 %,
zlasti manj kot 20 %, kot bi se sojin SPS pred razgradnjo
vezal na rastlinski protein v vodnem mediju.

Prednostna obliks SFS-aze v smislu izuma je oznadens
s tem, da kaze SPS-8za pozitiven test na SFS-azo, de jo pre-
iskujemo v skladu z metodo za kvalitativno in kvantitativno
doloditev SPS-aze, opisano v tem opisu.

Frednostna oblikas SFPS-sze v smislu izuma je oznadena
s tem, da smo SFS-azo proizvedli s pomoljo mikroorgsnizms,
ki spsda v rod Aspergillus, prednostno v skupino Aspergillus
niger.

trednostna oblika SFS-aze v smislu izums je oznadens

s tem, da je SIS-sza izvedena iz encimov, ki se jih da proiz-



-7 -

vesti s pomocjo Asp. sculeatus CBS 101.43., Isto SFS-azo
lehko proizvedemo s pomodjo Asp. japonicus IFO 4408. Ugoto-
vili smo, da proizvajs Asp. aculeatus CBS 101.43 tudi zelo
uéinkovite remansze, celulaze, pektinaze in hemicelulaze.
Nadalje smo ugotovili, da ne proizvsjs prav vsak sev, ki
spada k species Asp. aculeatus sli Asp. japonicus, SPS-aze,
ki je potrebna za izum, Tako smo dokazsli, kot je razvidno
kasneje v opisu (poglavje 5), da sev Aép. jeponicus ATCC
202326 ne proizvajs takih kolidin SPS-sze, da bi se jih dslo
ugotoviti s pomodjo encimske doloditve SFS-aze, opissne v
tem opisu.

Prednostna oblika SPS-gze v smislu izums je oznadena
s tem, da je SFS-aza imunoelektroforetidno identidna SFS-azi,
ki se jo da proizvesti s pomodjo Asp. sculeatus CBS 101.43,
in identificirsti s pomodjo imunoelektroforetidne prekrivne
tehnike, glej poglavje 6 in 7.

Ce proizvajsmo SPS-azo mikrobno, se tvori v zmesi
z veC spremljajodimi snovmi, zlasti drugimi encimi. Fo ¥elji
lahko omenjeno SPS-azo oéistimo, ¢ npr. s pomo&jo kromato-
grafskih lo¢ilnih metod, kot bo razvidno kssneje v tem opisu
(poglavje 8).

V Agr.Biol.Chem 40 (1), 87 do 92, 1976 je opisano,
des sev Asp. jeponicus ATCC 20236 proizvaja encimski kompleks, ki
Je sposoben, da izvede delno degradacijo kislinskegs poli-

ssharida v sojini omski, imenovenegs AFS, katerega del imenujejo



APS-I. Te kislinski polissharid ni identiéen z SPS, kot bomo
podrobneje prikazali v tem opisu kasneje v poglavju 3. Tako
ste HPLC (visokotlalna tekoinsks kromatografijs) kromatograus
gelske filtrscije SPS in AFPS ofitno razlidna in poleg tegs
sta kromatogramas gelske filtracije AFS, razgrajenegs s po-
moé¢jo trine pektinaze Pectolyasse, in SPS, obdelanegs s trino
pektinazo Pectolyaso, oéitno rszlic¢na. Foleg tega iz dlsanka
ni razvidno, da je kislinski polissharid vezan na sojin pro-
tein in da razgrajeni kislinski polissharid ni vezsn na sojin
protein ali ds Jje vezan na sojin protein v mnogo msnjs$i meri,
kot nerszgrajeni kislinski polissharid. Dokazano je bilo
tudi, da ta sev ne tvori SPS-aze v takih kolidinsh, ki bi jih
lahko ugotovili s pomoéjo éncimske doloditve SPS-aze, opisane
v tem opisu. To je ustvarilo predsodek, da noben sev Asp.
Japonicus ne proizvajs SPS-aze, v skladu z izumom ps smo
presenetljivo ugotovili, da nekateri sevi ABp. japonicus pro-
izvajajo SPS-szo.

Drugi vidik izums obsegs izolirsni SPS, proizveden
ng osnovi rastlinskega surovega proteins kot izhodnegs ma-
terigla.

Frednostna obliks izolirsnega SPS v smislu izums je
oznacena s tem, da je rastlinski surovi protein razmasSdens
sojina moka. Froizvodnjs tegs izoliranega SFS je opisana spre-
daj v zvezi s sl. 2.

Tretji vidik izums obsegs postopek za izbiro mikro-

organizms, ki proizvaja SiS-azo, za proizvodnjo SFS-aze v
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skladu z izumom, ki je oznaslen s tem, da gojimo mikroorganizen,
ki ga hoCemo testirati, ns gojisdu, ksteregs glavni vir oglji-
kaks je SPS, ngkar vzorec gojiScde ansliziramo na SPS-azo, in
Ee. Je ansliza na SPS-azo pozitivna, omenjeni mikroorgsanizem
izberemo kot mikroorganizem, ki proizvajs SPS-azo.

Cetrti vidik izuma je postopek zs proizvodnjo SPS-sze,
ki je oznalen s tem, da sev, ki se ga da izbrati v skladu
z gornjim postopkom za izbiro mikroorgsnizma, ki proizvajs
SFS-azo, gojimo na gojisdu. Gojenje lshko izvedemo kot sub-
merzno fermentacijo ali kot povr3insko fermentacijo.

Frednostna obliks postopka v smislu izuma je oznalena
s tem, da gojimo na gojiscdu ves Asp. aculeatus CBS 101.4%
ali Asp. japonicus IFO 4408,

Prednostna oblika postopks v smislu izume je oznadens
s tem, da izvedemo gojenje kot submerzno gojenje pri pH v
obmo¢ju 3 do 7, prednostno od 4 do 6, pri tempersturi v ob-
moé¢ju od 20 do 40°C, prednostno od 25 do BSOC, pri Cemer
vsebuje gojisce vir ogljika in du$ike in snorganske soli.

frednostna oblika postopka v smislu izuma je oznadena
s tem, da vsebuje gojisSCe praZeno sojino moko.

Frednostna obliks postopka v smislu izums je oznadena
s tem, da obdelamo sojino moko, predno jo uporabimo kot ses-
tevino substreta, s proteolitskim encimom, prednostno s pro-
teolitskim encimom, proizvedenim mikrobno s pomodjo Bacillus

licheniformis.
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Prednostna obliks postopks v smislu izums je oznsdena
s tem, da fermentacijski brozgi med gojenjem aseptidéno do-
damo raztopino pektins.

Ugotovili smo, da proizvaja Asp. aculeatus CBS 101.43
poleg SPS-aze tudi zelo udinkovite encime, ki solubilizirajo
preostanek, celulaze, pektinaze in hemicelulaze, in da je
encimski kompleks, proizveden s pomocjo Asp. aculeatus CBS
101.43, nadvse primeren kot sredstvo za8 uporabo pri razkro-
Ju celidénih sten rastlinskih materislov. Tako lahko encimski
kompleks, ki se ga da proizvesti z Asp. aculeatus CBS 101.43,
uporabimo z odliénimi rezultati v ¥ivilski predelovalni in-
dustriji zs obdelavo sadnih in zelenjavnih ka$ in zs namene
bistrenja in zmanjSanja viskoznosti pri predelavi sokov in
vina; uporabimo ga lahko tudi kot dehidratacijsko sredstvo
(to je sredstvo za razgradnjo polissharidov in torej za
sproS¢anje vode, vezane v polimerni strukturi polissharidov)
pri predelavi rastlinske hrane.

Peti vidik izuma obsega uporabo SFS-aze ali postopek
za razgrednjo polissharidov, prednostno polissharidov rast-
linskih celiénih sten, s pomoéjo karbohidrsze, ki je oznaden
s tem, da spravimo pripravek SPS-aze v smislu izuma v vodnem
mediju v stik s substratom za ta pripravek SPS-aze.

Tako smo v skladu z izumom‘ugotovili, da so pripravki

SFS-aze dragoceni encimski pripravki zs delno ali popolno
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utekolinjenje ali razgradnjo rezlilnih materislov, prednostno
rastlinskih materislov, npr. sadjs, in rastlinskih odpsdkov,
ki vsebujejo protein, celulozo, hemicelulozo (npr. glukane,
ksilene, gslaktsne in araban),gumije, pektin, lipide, inulin,
polifenole, Skrob in slginste, 8li zs sorodne nsmene, glej
tabelo, prikazano kesneje v opisu. Kot primere takih sorodnih
nsmenov lshko omenimo vse namene, za katere uporabljamo danes
trine pektinasze in celulaze. Kasneje bomo navedli v tem opisu
veC primerov.

V zvezi s postopkom ekstrakcije (izolacije), bdpisenim
npr. v primeru 2, pripominjsmo, da je pripravek SPS-sze v
bistvu brez proteinaze zarsdi dejstva, ker bi se sicer %eleni
konéni produkt, torej protein, razgradil. Podobno mora biti
uporabljeni priprasvek SPS-aze, &e hodemo ekstrahirsti (izo-
lirati) iz surovega bioloSkega materials bioloZke materiale,
ki niso protein, v bistvu brez vsaskege encima, ki razgradi
ta drugi bioloski material. Teke modificirane pripravke SPS-
aze lahko proizvedemo s selektivno insktivacijo nezazelenegs
encima s frekcioniranjem 8li drugimi, sawimi po sebi znsnimi
metodami.

Tako je prednostnas obliks uporabe v smislu izums
oznafena s tem, da spremljs rszgradnjo izolacijas ali ekstrakcijs
bioloskege materisla, ki ni sojin protein in sorodni rast-
linski proteini iz surovih bioloZkih materialov, pri Semer

pripravek SPS-aze ne vsebuje v bistvu nobenega encima, ki je

te
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sposoben, da razgradi ta biolodki material.

Tako smo v skladu z izumom ugotovili, da so modifici-
rani pripravki SPS-sze (modificirani v tem smislu, da v
bistvu ne vsebujejo encimov, ki so sposobni, da raszgradijo
bioloSki materisl, ki ga je trebs ekstrahirati sli izolirati)
dragoceni encimski pripravki za ekstrakcijo (izolacijo) na-
vedenih bioloSkih meterislov, npr. Skrobas, lipidov, arom,
barvil in sokov, iz surovih bioloZkih materialov. Kasneje
bomo navedli v tem opisu ved primerov.

Prednostna oblika uporsbe v skladu z izumom je oznadena
s tem, da nadelje obdelamo enega 8li ved reakcijskih produk-
tov (ne glede na to, ali so zs¥eleni koné&ni produkti ali od-
padni produkti) istolasno z encimsko obdelsvo ali po njej.
S tem je zsgotovljena proZnejSa in prilagodljivej$a uporabas.

Prednostns oblike uporabe v sklasdu z izumom je oznadena
s tem, da je nadaljnja obdelava v primeru, da je eden od
reakcijskih produktov fermentabilen sladkor, alkoholns fer-
mentacijs. S tem je zagotovljen enostsven in cenen postopek

za proizvodnjo alkohola.

tele
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Da bi pojesnili narasvo izuma, se sklicujemo na slededa
poglavje 1 do 10, ki vsa opisujejo podrobnosti v zvezi z

izumon.
1. Proizvodnjs SFS.

2. kKarakterizacija SPS, zlssti njegova porazdelitev
molekulske mase.

5. Dokumentacijs z8 dejstvoy, da sta SPS in AFS
razliéni spojini.

4. Belekcioniranje mikroorganizmov, ki proizvajajo

5. Karakterizacijs nekaterih mikroorgsenizmov, ki
tvorijo SPS-azo.

6. Splosni opis prekrivne tehnike, povezsne z imuno-
elektroforezo.

7. Imunoelektroforetiéne karakterizacijs SPS-aze s
polispecifiénim protitelesom in prekritjem - v -

8. Ci%&enje pripravka SPS-aze.

9. Odvisnost ektivnosti od pH, odvisnost aktivnosti
od temperature in stabilnost SPS-aze.

10.Doloditve encimske sktivnosti.
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POGLAVJE 1
PROIZVODNJA SPS

Kot smo Ze prej omenili, je lahko izhodni materisl
za proizvodnjo SPS sojin preostanek. Zato opisujemo najprej
proizvodnjo sojnega preostanks.

Sojin preostanek je brezproteinsks ogljikohidratns
frekcija (ki lahko v praksi vsebuje manjSe kolidine ligninsa
in minerslov) v moki iz razmaZ8ene in luSdene soje; ta ogljikows
hidratna frakcijs je v vodnem mediju s pH 4,5 netopna in jo
lahko proizvedemo na slededi nalin, pri &emer se sklicujemo
tudi na tehnolodko shemo 1.

RezmaSéeno sojino moko (Sojemel 13, proizvajalec
Aarhus Oliefabrik A/S) suspendiramo v deionizirani vodi s 50°C
V masnem razmerju sojina moka:voda = 1:5 v posodi s pH-statom
in kontrolo temperature. PH uravnamo s 4 N NaOH na 8,0 (I).
Sedaj izvedemo pH-statsko hidrolizo z ALCALASE 0,6 L (pro-
teolitskkiencim na osnovi B. licheniférmis z sktivnostjo 0,6
Ansonovih enot/g, pri demer dolodimo aktivnost v skladu z
Ansonovo metodo, kot je opissna v NOVO ENZYME INFORMATION IB
No. 058 e~GB), pri demer je razflerje encim/substrat ensko
4 % koliline proteina v sojini moki (II). Po 41 uri hidrolize
goSCo lofimo s centrifugirsnjem (III) in spiranjem (IV), pri
Cemer izvedemo to operacijo dvakrst (V, VI, VII). Tako obdelano

goS¢o ponovno hidroliziramo 1 uro z ALCALASE 0,6 L (viiz, 1Ix),
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podobno, kot smo navedli prej. Nato go$do lodimo s centri-
fugirsnjem (X) in jo dvakrat speremo (XI, XII, XIII, XIV),
pri cemer konéno sprano go3o (6) razpr3ilno posusimo (XV).
Tako proizvedeni razprSilno suseni prah je sojin preostanek,
ki sluzi kot surovina za proizvodnjo SES.

SPS je v vodi topna polisahsridns frakcija, ki se
tvori z obidajno obdelavo zgoraj navedenegs sojinegs preos-—
tenka s pektinszo. SFS proizvedemo na slededi nadin s pomodjo
spodaj navedenih 14 reskcijskih stopenj, pri Semer se skli-

cujemo tudi na tehnolodko shemo 2.

1. v Dolodimo deleZ suhe snovi v zgoraj omenjenem sojinem
preostanku in sojin preostanek razreddimo z vodo na 2 %
. L3 v (3 L . 0 . o -’
suhe snovi in vzdrZujemo v suspenziji pri 50°C v posodi

s kontrolo tempersture.
2. pH vrednost ursvnamo s 6 N NaOH na 4,50.

3. Dodsmo Pectinex Super conc. L v kolidini 200 g/kg
suhe snovi (trZna pektinaza)proizvajalec Schweizerische
Ferment AG, Basel, Svica, s pektinazno aktivnostjo 75
750.000 MOU, dololeno v skladu s prospektom "Determination
of the FPectinase units on Apple Juice (MOU)" z dne
12.6.1981, ki se ga da dobiti od Schweizerische Ferment
AG, Bazel, Svica), in dodesmo tudi Celluclast 200 L v

koliéini 20 g/kg suhe snovi (tr¥na celulaza, opisans v
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prospektu NOVO enzymes,.information sheet B 153 e-GB
1000 July, 1981, ki se da dobiti od NOVO INDUSTRI A/S,
Novo Alle, 2880 Bagsveaxd, Danska).

Vsebino posode vzdrZujemo med medanjem 24 ur pri
0
50°C.
Encime inaktivirsmwo s tem, da zviSsmo pH vrednost

s 4 N NeOH na 9,0. Reakcijsko zmes vzdrZujemo 30 minut in

pH vrednost nato ponovno urgvnasmo s 6 N HC1l nas 4,5.

Reakcijsko zmes centrifugirsmo in zberemo tako cen-

trifugst kot gosdo.

Centrifugst iz stopnje 6 kontrolno filtriramo na

filtrski stiskslnici (filter pred kontrolno filtracijo

‘speremo z vodo).

Kontrolni filtrat ultrafiltrirsmo, diafiltriramo
in ponovno ultrafiltriramo nes membrani z mejno vrednostjo
30.000 (DDS GR 60-F firme De Danske Sukkerfabrikker),

pri Eemer uporabljamo sledede paremetre:

1.  Ultrafiltrscije, ki ustrezs Sestkratni koncentraciji
volumna.

2. Diafiltracija, dokler odstotek suhe snovi v permeatu
ni 0 (v 0° Brix).

3. Ultrafiltracijs ¥e okoli 15 % suhe snovi v kon-
centratu.

Temperaturs je 50°C, pH je 4,5 in povprecni tlak je

% bare.



9.

10.

11.

12.

15-

14.
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\ Ultrafiltrireni koncentrat ohledimo na 5°C in

dodamo ensk volumen 96 %-nega etanols.
Oborino zberemo s pomodjo centrifuge.

Obomino speremo dvakret s 50 % v/v etanola v H.0,
kar ustreza volumnu centrifugata iz stopnje 10, to je,

izvedemo dve centrifugiranji.

Sprano oborino ponovno raztopimo v vodi z volumnom,
ki je enak volumnu ultrafiltrirenega koncentrsta iz

stopnje 9.

Tekocino iz stopnje 12 kontrolno filtriramo na

steklenem filtru.

Bistri filtrst, ki vsebuje &isti SPS, liofiliziramo.
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g | xazna$éena sojina moke H,O NaOH da pH = 8
B ) e
‘ |Hidrolizna zmes - I-
Alcalasa 0.6 L JHidroliza 1 uro pred izpustom
(E/s = 4%) pH-stat (pH = 8, T = 509¢ 11
4N NaOH T :
/
1. centrifugiranje [ III geg;;;jgsat 1 Odpadek
¥ GosCa- 1
HO0 5 1.spiranje | IV
2 centrifugirsenjen v. L Centrifugat 2 Odpsdek
- Godkp 2 '
‘——599——32-spiranje VI
3. centrifugiranje | vIT _Jhuﬁajjugajg_é__1>deadek
iﬁ vi\i 3 o
H..O. . .
NaOH do pH =2§°LN0va hidrolizns zmes VIII
Alcalasa 0.6 L

/
Hidroliza 1 uro pred iz-
J pustom. pH-stat (pH = 8,0 ,

4N NaOE

—Z——x2.8piranje | XIII

IX

T = 50°C)

i/

4. centrifugirasnje. X

Gosca ¢4

__lggl__a1.spiranje XI

o _

Vv
5. centrifugiranje |xr7

Centrifqgat 4 Qdpadek

Centrifugat. 5 |, Qdpsdek

Gpike 5

H.O

[, \

6. centrifugiranje | x1v

Centrifugat ¢ Q4pagdek
7z

Gosda 6
N4
Razprsilno susSenje XV
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P

- €
1000 g rectinexa Superxecpuc.r

100 g Celluclasta 2§0=8

«

5 kg razprSilno suSenegs preostank:

-

Rezgrednja s pektinazo

1ase

247 1 H,0 inocelulazo 1, 2, 3, 4, 5
50°C; pH = 4.5; t = 24 apuvre
Je
Gentrifugirsnje Gogea- . ¢
38 kg
Kontrolns fitteedqija 7
o ' .
: Ultrefiltracija, diafiltegei<} .
_Aﬁ_;_ﬁig__aja, ultrafiltraciga _ 241 1 oPeBwr- N
(GR 60P) (19 - 26°C) meate 8 7

L

-~

Supernstant _g

1 %-negs C s Obarjanje

Centrifugiraage

(qdpsdek)

7

2 X 'spirange

Oborina

Centrifugat }lo

2 x centriiugﬁngall

Oborins

4
—2 1 H,0 _J Fonovno raztep

 jenje

Kontrolns filtkdob]

12

Proteingka gos€a 43

Liofilizacija

(odnsdeit)) Ik

310 g liofilizirsnegs SES
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POGLAVJE 2

KARAKTERIZACIJA SPS, ZLASTI NJEGOVA PORAZDELITEV MOLEKULSKE
MASE

S pomodjo gelske kromatografije ns HPLC opremi
(Waters pump model 6000, Waters data module 730 in Waters
refractometer R 401) dolodimo porazdelitev molekulske mase
SPS, katerega proizvodnjo izvedemo, kot je navedeno v tem
opisu (sl. 4). S pomodjo iste metode smo dolodili tudi poraz-
delitev molekulske mase razgradniBh produktov SFS s pomodjo
SPS-aze (sl. 5). Nadslje smo s pomodjo iste metode dokazali
vezalni udinek med sojinim proteinom in SPS (sl. 6) in od-
sotnost vezalnega ucinka med sojinim proteinom in SFS, razgrs-
jenim s pomodjo sredstva v skladu z izumom (sl. 7).
Kalibracijsko krivuljo (logsritem molekulske mase,
nanesen proti Rf, kjer definiramo Re vrednost za glukozo
arbitratno kot 1, in je Ry vrednost za dololeni deksten defini-
rana kot retentijski ¢as za ta dekstran, dividiran z reten-
cijskim Casom za glukozo) smo dolodili s pomodjo ved standardnih
dekstrenov z znanimi molekulskimi massmi (T 4, T 10, T 40, T 70,
T 110, T 500) firme Phsrmacia Fine Chemicals AB, Box 175,
S~75104, Uppsals, Svedska. Ugotovili smo Rf-vrednost za mak-

simum vsakega pika dekstrsna in ustrezno molekulsko maso iz-

radunali kot uﬁ . M

W n’

pri Cemer je Hw

molekulske mase v skladu 2z maso in Mn povpreéna vrednost mo-

povprecna vrednost
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lekulske mase v sklasdu s Stevilom. Kot eluent za ta kromato-
grafski postopek smo uporsbili 0,1 MaNﬁgoa. Koloni, ki smo

ju uporabili pri kromatograsfskem postopku, sta 60 cm FW 5000,
nato pa 60 cm PW 3000 firme Toyo Soda Msnufscturing Co.,
Jasponska. Na te nacin smo ugotovili ze zgoraj navedene dekstra-
ne razmerje med molekulsko maso in Rf, glej sl. 3.

Na osnovi sl. 4 1lghko izraéunsmo, da ima SPS po-
razdelitev molekulske mase, ki ima zs posledico vrednost ﬁw
okoli 5,4 x 10° in vrednost i okoli 452 x 10%. Iz te slike
je razvidno tudi, da kazZe kromatogram dva izrazita piks pri
retencijskem éasu 34,5 wminut(6 %), ker ustreza molekulski teZi
okoli 5 x 106,in retenctk&eﬁ dasu 47,12 minut (67 %), kar

ustreza molekulski masi okoli 4,9 x 104

. Iz te krivulje je
razvidno tudi, da obstoji med tema dvema pikoma rsms pri
retencijskem &asu 41,25 minut (27 %), ksr ustreza molekulski
masi 2,8 x 10°.

Fo razgrsdnji SPS z SPS-8z0 smo hidrolizno zmes mem-
bransko filtrirali in ¥iltrat kromastografirsli. Ugotovili smo,
da se okoli 55 % SPS razgradi v mono-, di- in trisharide,
in da se preostalih 45 % razgradi v polimer s tremi piki s
sledeéimi molekulskimi massmi: 5 x 104, 10* in 4.4 x 105,
glej sl. 5.

Da bi dokszali vezalni ulinek med sojinim proteinom
in SPS in bistveno zmanjSanje vezalnega ulinks med sojinim
proteinom in SPS, razgrajenim s pomodjo SFS-asze, smo izvedli

sledele poskuse.
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3 % SPS v 0,10 M acetstnem puferju s pH 4,5 dodamo

k brozgi sojinega izolata (Purina E 500), ds dobimo suspenzijo

z razmerjem izolat/SPS 10:1. To suspenzijo inkubiramo 18 ur
ng stresslnikkopeli pri 50%. Fo inkubaciji suspenzijo cen-
trifugiramo in bistri supernatsnt snalizirsmo s HFLC, kot
smo opisali preje. Iz sl. 6 v primerjavi s sl. &4 Jje razvidno
da se je SFS popolnoma adsorbiral ns sojin izolat.

Tebti postopek, kot je nsveden v prejinjem odstsvku,
izvedemo s 3 % SFS rsztopino, hidrolizirsno z SFS-szo0, pro-
izvedeno s pomoljo CBS 101.43 (sl. 7). Primerjavs med sl. 7
in sl. 5 kaZe, da se na sojin izolat ne sdsorbirs nobens
spojina v hidrolizirsnem SPS z molekulsko maso pod okoli 104
Hidrolizs zmanj$es kventitativno vezsvo na okoli 10 do 15 %

glede na vezavo SPS na sojin protein.

NMR anslizs SPS, katerega proizvodnjo izvedemo, kot

k]

Je navedeno v tem opisu, poka¥e slededo pribli¥no sestavo SES:

1) oaegalekturonsks kislins v kolidini okoli 45 %, pri Semer

Je pribliZno 40 % celotne kolidine a-gslakturonske kisline

prisotnih kot metil estem
2) remnopirsnoza v kolidini okoli 20 %,
3) galaktopiranoza v koli&ini okoli 15 % in
4)  PB-ksilopirsnozas v koli&ini okoli 20 %.

Izgleda, da so sestavine prisotne v strukturi, ki
obsega rsmnogslakturonsko ogredje in stranske verige ksiloze

in galaktoze.
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Popolna kisla hidrolizas SFS (8 ur v 1 N HESO4) in
temu slededs TLC (tenkoslojno kromatografsks) analizs sta
pokszali, da so bile v hidroliziranem SFS prisotne tudi manjSe
kolic¢ine monosharidov fukoze in arabinoze. |

HPLC analiza SFS, razgrajenega z encimskim kompleksom
SPS~aze, ki ga je tvoril CBS 101.43, ka’e molno zmanjSanje
molekulske mase. V skladu s tem kaZe NMR spektrum SPS, raz-
grajenega kot je prikazano zgoraj, da je glavni del estrskih
skupin izginil in de se je zmanj$al tudi dele? ksiloze in
galaktoze v materislu z vecjo wmolekulsko maso. NMR spektrum
tistega dels razgradnega produkta SPS, ki se obori pri do-
datku enega volumna etsnola k enemu volumnu razgradnega pro-
dukta SFS, je podoben NMR spektrumu SPS, z zgoraj navedenimi
spremembami glede estrskih skupin in dele?a ksiloze in galak-

toze.
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BDGLAVJE 3

DOKUMENTACIJA Z DEJSTVOM, DA STA SPS IN APS RAZLICNI SPOJINI

AFS swo priprsvili, kot je navedeno v Agr.Biol.Ghemn.,
Vol. 36, No. 4, str. 544 - 550 (1972).

Sedaj smo ta polissharid in SPS hidrolizirsli z raz-
li¢nimi encimi, neker smo razgradnge zmes gelsko kromsto-
grafirali na HPLC opremi, kot je navedeno v poglavju 2,
"Ksrskterizacija SPS, zlasti njegova porazdelitev molekulske
mase".

Natanlneje,: hidrolize smo izvedli z obdelavo 25 ml
raztopine 2 % APS 8li 2 % SPS v 0,1 M acetatnem puferju s pH
4,5 z 10 ng KRF 68 ali 30 mg Pectolyasse. KRF 68 je pripravek
SPS-aze, katerega priprave je opisana v primeru 1. Rezultati

80 razvidni iz sledede tabele.

! . . ' -sFolisaha idh- )
g Bl fama Jer %sf;fgfageggd
APS Pectolyase §I§ 8 X
hps . | ker 68 &y x
Sps Pectolyase §f§.1c | X
SPS | RRF 68 Ald s X




POGLAVJE 4
SEEEKCIONIRANJE MIKROORGANIZMOV, KI PROIZVAJAJO SPS-AZO

Mikroorganizem, ki ge nameravamo testirati, inkubirsmo
na poSevnem agarnem substrastu s sestavo, ki omogoda rast
mikroorganizma. Po zaletni rasti na poSevnem agarnem substratu
prenesemo ﬁikroorganizem'v tekoCi glavni substrat, v katerem
je glavni ¥k® ogljiks SFS (priprsvljen, kot je navedeno), Vv
katerem je vir dusika NOB—’ NH4+, sednins, proste smino
kisline, proteini sli druge spojine, ki vsebujejo dusik, in
ki vsebuje poleg tega zmes potrebnih soli in viteminov, pred-
nostno v obliki kvasnegs ekstrasktas. Sestava glavnega substrats
je odvisns od rodu mikroorgsnizma, pri cemer je glavni problem
v tem, da mora biti glavni substrat sposoben, da podpirs rast
in metabolizem mikroorgsnizma. Ko je v primerno dolgem &asu,
reda velikosti od 1 do 7 dni, kar je odvisno od hitrosti rasti
navedenega mikroorganizma, prilo do resti, anasliziramo vzo-
rec fermentacijske brozge na SPS-azo v skladu z encimskim
dolodevanjem SFS-gze, opisanim v tem opisu, 8li v skladu s
katerimkoli drugim dolodevenjem SPS-aze, prilsgojenim drugadnim
posebnim uporabsm SFS-aze in ne uporabi kot sestavine sredstva
za razgradnjo sojinegas preostanks.

Da bi dosegli oblutljivej$o metodo zs doloCanje encimske
aktivnosti, lahko med dolodsnjem sktivnosti SPS-aze temperaturo

zniZsmo na 40°C in inkubscijski &as podsljZamo na 20 ur, pri-
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cemer je treba substratu dodati antibiotike, da se izognemo
infekeciji.

Ce se dr¥imo te testne metode, lshko najdemo druge
mikroorganizme, ki proizvajsjo SPS-azo, take, ki spsdajo k

rodu Aspergillus,in take,ki spadajo k drugim rodovom.
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POGLAVJE 5

KARAKTERiZAQIJA NEKATERIH MIKROORGANIZMOV, KI TVORIJO SPS-AZO

V skladu s tukaj navedenim selekcioniranjem mikro-
orgsnizmov, ki proizvajajo SPS-azo, smo ugotovili, da so mikro-
organizmi, navedeni v zgornjem delu sledede tabele, proizvajalci
SPS~aze. Tabela vsebuje tudi sev, ki spads k species Asp.

japonicus, ki ni proizvajslec SPS-aze.

s Zofl . » . 1 g - : 7, = .
g;gizggaéféc Species Hnga identi- 358&ﬂ?i; Prvo
e fikacijska- 1dentlfikacijska deponi-
s | ¥ .-| Asp. Asp. oznadlbas : oznalba .4 | ranje
De. | %e-..” | ~japo- | acule- e ' lets
T | nicus atus
x . x A 805 CBS 101.43; PSM 2344 | 1943 ¥
x x A 1443 IFO  4408; DSM. 2346[ 1950

x | x| A 1384 ATCC 20236; PSM 2345 (1969

Kratko identifikscijo zgoraj navedenih sevov lahko
najdemo v sledeCih katalogih kultur.

List of Cultures 1978 Centfaalbureau voor Schimmel-
cultures, Baarn, Wizozemsks.

Institute for Fermentstion Osska, List of Cultures,
1972, 5th edition, 17 - 85, Juso-honmachi 2-chome, Yodogsna-ku,
Osbka 53%2, Japonska.
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The American Type Culture Collection Cgtélégue of
Strains I, 14th edition 198C, 12201 Parklawn Drive, Rockville,
Maryland 20852.

Vsi sevi v zgoraj navedeni tabeli skoraj popolnoma
ustrezajo taksonomijskemu opisu species Asp. japonicus in
Asp. asculestus, objavljenem v The genus Aspergillus Raperjas

in Fennells, 1965 (glej zlasti strani 327 - 330).
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POGLAVJE 6

SPLOSNI OPIS PREKRIVNE TEHNIKE, POVEZANE Z IMUNOELEKTRO-
FOREZO

Prijaviteljice je rezvila zs identifikacijo posameznih
komponent encimskega kompleksa z navzkrizno imunoelektro-
forezo s polispecifiénim protitelesom proti vsem encimskim
sestavinem v encimskem kompleksu metodo, imenovano prekrivna
tehniks z vrhnjim agarjem. Metoda temelji ns dejstvu, da so
tudi po specifidéni vezavi encims s protitelesom encimi 3e
vedno aktivni, ali povedano drugale, da aktivno mesto encims
ni identi¢no z mestom vezave encima s protitelesom. Kompleksi
encima s protitelesom se obarjajo med elektroforezo kot raz-
loéni loki v gelu. PloS¢o gels prekrijemo s topnim SPS v vrhnjem
agarju. Po 20-urnem segrevanju ns 45°C v atmosferi z relstivno
vlago 100 % se bo lok, ki ima aktivnost SPS-aze, pojavil kot
bistreta se cona v prekrivnem SPS po obarjanju z zmesjo éna~
kih volumenskih delov etsnola in scetona, ¢e opazujemo proti
¢rnemu ozedju. Loki, ki nimsjo sktivnosti SFS-aze, ostanejo.

nevidni.



5.1 9

- 30 -

FOGLAVJE 7

IMUNOELEKTROFORETTICNA KARAKTERIZACIJA SPS-AZE S POLISPECI-
FICNIM PROTITELESOM IN PREERIPJIEM . :'IKO

Kunce smo imunizirali z encimskim kompleksom, ki vse-
buje SPS-azo, dobljenim s fermentacijo Aspergillus aculesatus
CBS 101.43, kot je navedeno v primeru 1 (KRF 68)y in poli-
specifiéno protitelo smo pridobili ns sam po sebi znan naéin.
S pomoljo tege polispecificnegs protitelesa smo izvedli nav-
skriZno imunoelektroforezo encimskega kompleksa, dobljenega
s fermentacijo Asp. aculeatus CBS 101.43, kot je navedeno v
primeru 1 (KRF 68), kot je opisano v N.H. Axelsen et al.,

"A Manual of Quantitative Immunoelectrophoresis", 6' printing
1977. Sklicujemo se na sliko 11, ki kaZe loke, ki ustrezajo
rgzliénim proteinom, ki Jjih proizvajs mikroorgsnizem. S po-
moljo prej opisane prekrivne tehnike z vrhnjim sgarjem ugo-
tovimo, da ustrezas poétvﬁgﬁrtkano podrodje SFS-azi.

Ce je prej navedené hipoteza, ki obsega domnevo, da
sestoji SPS-szs iz najmanj dveh encimov, pravilnas, je poSevno-
¢rtkano podrodje podrodje, v katerem so prisotni vsi encimi,
ki so odgovorni za ektivnost SPS-aze. Ce bi te encime pri dru-
gih obliksh encima lodili z imunoelektroforezo na tak natin,
de ne bi prekriveli nobenegs skupnegs podrolja, lahko del ak-
tivnosti SPS-aze Se vedno identificiramo s pomocjo imuno-
elektroforeze s ymﬂeknitéem*xﬁﬁg;tako z SPS kot s trZno pek-

tinazo.
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POGLAVJE 8

CISCENJE PRIPRAVKA SPS-AZE

Cisdenje pripravks SPS-aze KRF 92 (glej primer 1)
smo izvedli z ionsko izmenjavo. Pufer je 50 mM Tris (tris-
hidroksimetilaminometsan), ki ga ursvnsmo s HC1l ns pH 7,0.
Kolona je K 5/30 firme Fharmacia, Svedska. Ionski izmenjeval-
ni meterisl je DEAE-trisacryl firme LKB, Bromme, Svedska
(300 ml). Pretodns hitrost je 100 ml/h.

15 g pripravka SPS-aze KRF 92 smo rsztopili v 450 ml
H20 s 6°C in vse v nadaljevanju navedene operacije izvedli
med 6°C in 10°C. Z 1 M Tris smo pH uravneli na 7,0. Kolono
smo uravnotezili s puferjem in nsto dsli na kolono vzorec SPS-
aze..V eluastu smo izmerili optilno gostoto pri 280 nm in
prevodnost, pri Cemer se sklicujemo ne sliko 12. Frekcija 1
je eluat, ki se ne veZe na ionski izmenjevalni materisl. Ko-
lono nsto speremo z 2000 ml puferjs, ker da frakcijo 2. Seds]
uvedemdogradient O do 500 mM NaCl, ker da frekcije 3 do 9.
Vseh 9 frskcij smo koncentrirsli ns 200 ml in dislizirali pro- .
ti vodi s pomodjo dialize (Hollow Fiber DP 2 firme Amicon,
Massachusetts, U.S.A.) 4o prevodnosti 2 wS. Nato smo vseh devet
frekeij liofilizireli. Samo frskciji 1 in 2 sta kazali sktivnost
SPS-aze.

Frakcijo 1 smo dslje océistili z gelsko filtracijo.

1,5 g frakcijé1 smo raztopili v 10 ml 50 uM natrijevega acetata
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s pH 4,5 (500 mwM KCl). Kolona je 2,5 x 100 cm firme LKB. Fol-
nilni materisl za gelsko filtracijo je Sephascryl S-200 firme
Phermacia, Svedska. Pretodna hitrost je 30 ml/h. Frakcije,
ki vsebujejo materisle z molekulskimi masami med 70.000 in
100.000, kalibriranimi z globularnimi proteini, so vsebovale
encimski kompleks, imenovan fsktor G, ki ne more razgraditi
SPS, Ce gas testirsmo v skladu s kvalitativnim agarskim testom;
vendar pa se SPS razgradi v skladu s kvslitativnim agerskim
testom, ¢e pomeSsmo faktor G s pektinszo. Ugotovili smo, da
Jje faktor G sposoben, da odcepi od SPS galasktozo, fukozo in
nekaj galakturonske kisline, vendsr pa je glavni razgradni
produkt v skladu s HPLC anslizo Se vedno visokomolekulski

produkt, ki je zelo podoben SPS.
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POGLAVJE 9

ODVISNOST AKTIVNOSTI OD pH, ODVISNOST AKTIVNOSTI OD TEMPE-
RATURE IN STABILNOST SPS~AZE

Sliks 13 kaZze odvisnost aktivnosti pripravka SPS-aze
KRF 68 od pH. 0d pH 2,7 do pH 3,5 smo uporsbljsli puferni
sistem z mrevljindéno kislino, in od pH 3,7 do 5,5 smo upo-

rabljeli acetatni puferni sistenm.

Sliks 14 ka%e odvisnost aktivnosti pripravka SPS-sze

KRF 68 od temperature.

Blika 15 kaZe temperaturno stsbilnost priprsvks SPS-aze
KRF 68.



POGLAVJE 10

DOLOCITVE ENCIMSKE AEKTIVNOSTI

Spodaj navedena tabels Jje pregled razliénih dololditev

encimske sktivnosti, ki se tidejo izuma.

Definicija enote aktivnosti in opis doloce-
vanja encimske aktivnosti

Opisano |
v kasneje v
.y Javno tem opisu
_ cratkas’ réazpo- SPREALE £
ERMiMe |nafbs . |1oK13ivo | catien. | Reference
sps-u(; SPS-48. x
SolubilJ.F— SRU X 1
ziranje | -
preostank SRUM~120 X
Proteaze 1HUT X
Celulazae Cy x 2
PU ‘ x 3
' - {PGE X 4
Hektingze
- |upTE . x 5
PEE X 6
" |vacy x 7

Reference, navedene v zadnji koloni gornje tabele, so

nadrobno razloZene v spodaj navedeni tsbeli.




‘{ReferencO se da dobiti od o

Referencd
5t.

Identificatija
reference

NOVO INDUS-
TRI A/S,
Novo Allé,
2880 Bag-~

1svard,

Dansks

Schwei-
zerische
Ferment
AG, Ba-

sel, §vica

zerlan?

knjigarne

Analyseforskrift

“|aF 151/4, detireno 1981-12-0f1  x

|2nalytical Biochemistry

84, 522 - 532 (1973)

Analytical method
AF 149/6-GB,d&tireno
1881-05-25

L)

Determination of Pecti-
nase Activity with Ci-

trus Pectin (PU)jdatireng

23.3.1976

: WBnQ1($$E)’@BtiTaQD.?7

Viskosimetrische Poly-
galacturonase-Bestim-

Bestimmung der Pectin-
transeliminase (UPIE/g)
aatofarid -BerBe pRMYY5

Determination of the
Pectinesterase acti-
vityfdedatirano) ¢ jpa-
6étnicémi*wqg/GW“g;@

_|AF 156/1-GB

Analytical method

V zvezi z dololitvijo aktivnosti celulaze lshko pri-

pomnimo, da smo izvedli anslizo tasko, kot je navedeno v AF

149/6-GB, in da so principi doloditve razlo¥eni v Analytical

Biochemistry.
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POGLAVJE 10 &

ENCIMSKO DOLOCEVANJE SPS-AZE

Encimsko dololevanje SPA-aze izvedemo v dveh stopnjah,
to je s kvalitativnim testom na agarni plos$éi in kvantita-
tivnim dolodevanjem aktivnosti SPS-sze, ki temelji na merjenju
kolidine celokupnih sprosdenih sladkorjev. Ce je kvalitativni
test na agarni ploSéi negativen, je aktivnost SPS-aze O, ne
glede ne vrednost, ki izvira iz kvantitativnega dolodevanja
gktivnosti SPS-sze. Ce je kvalitativni test ne agarni plosdi pozi
.pozitiven, je aktivnost SPS-aze ensks vrednosti, ki izvirs iz

kvantitativnega dololevanja sktivnosti SPS-aze.

I. Kvalitativni test na agarni ploscéi

SPS-agarno ploS¢o smo pripravili na slededi nadéin.
Pufer (B) priprevimo tako, ds uravnamo 0,3 M ocetno
kislino na pH vrednost 4,5 s pomodjo 1 N NaOH. 1 g SES
raztopimo v 20 ml B. 1 g sgaroze (HSB Litex) pomeSamo
Z 80 ml B in med meSanjem segrejemo do vrelisda. Ko se
agaroza raztopi, polasi dodamo raztopino SPS. Nastalo
1 %-no raztopino SPS v sgerozi damo v vodno kopel s
60°C. Sedsj ulijemo plosde tako, da nalijemo 15 ml
1 %-ne raztopine SPS v agsrozi na horizontslno stekle-
no ploSc¢o z dimenzijsmi 10 cm x 10 cu. Nato vtisnemo
v strjeno plast SPS-agaroze 9 vdolbinv razdslji po 2,5 cm.

V vsako vdolbino demo 10/ul 1 %-ne raztopine encimskega

proteing
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ki ga testiramo na aktivnost SFS-aze. PloSéo inkubiramo
18 ur pri 50°C in relativni vlagi 100 %. Sedaj oborimo
Se nerazgrajeni SFS z raztopino enakih volumenskih de-
lov etanola in scetona.Test né_SPS—azo na agarni plosci
Je za vzorec,ki smo ga dsli v doloceno vdolbino, pozi-
tiven, Ce se o0koli te vdolbine pojavi bistra obrocasta

consa.

II. Test za kvantitativno dolodevanje sktivnosti
SPS-aze

Nemen tegas testa je doloCevanje encimskih aktiv-
nosti, ki so sposobne, dea razgrade SPS do take mere,
da kaZejo razgradni produkti zelo zmsnjSeno ali ni-
kakrsno sdsorbcijsko ali vezslno sfiniteto do sojinega
proteina. FPoskusi S0 pokazali, de del raszgradnih pro-
duktov SPS, ki se ne obore z zmesjo enskih volumnov

vode in etanols, nims nikskrsne adsorbcijske ali ve-

zalne afinitete do sojinegs proteina.

Dololevanje SPS-aze temelji ns hidrolizi SPS
pri standerdnih pogojih, ki ji sledi obarjanje tis-
tega dela SPS, ki se ne hidrolizira z etsnolom. Po
obarjanju dolocdimo deleZ ogljikovegs hidrata, ki se
ne obori, s kvantitativno dolocitvijo celokupnega
sladkdpge (v sklsdu z AF 169/1, ki ns razpdlago bri
NOVO INDUSTRI A/S 2880 Bagsvserd).
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temperatura: 50°C

pH: 4,5

reakdjski cas:kontrola 210 minut ssmo s substratonm,
nato pa 2 minuti z dodanim encimom

- ~ :glavna vrednost 212 minut

stresalno vodno kopel, termostatirsno ns 50°C
vrtincéno mesalo
centrifugo

ledeno vodno kopel.

pufer: 0,6 M ocetna kislina v deminerslizirani
vodi (a)
4,0 M NaOH (b)

substrat:pH vrednost 50 ml & ursvnasmo z b na 4,5,
nato dodamo 4,0 g SPS in po raztespljanju
SPS pH ponovno uravnamo na 4,5 in volumen
naravnsmo z deionizirano vodo na 100 ml.

Prekinje-
valni
resgent: absolutni etsanol.
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1 enota agktivnosti SPS-aze (SAE sli SPSU) je
definirana kot sktivnost SPS-sze, ki pri zgorsj nave-
denih standardnih pogojih sprosti kolicino ogljikove-
ga hidrata, topneges v 50 %-nenm etanélu, ki je ekvi-

valentna 1 mikromolu galsktoze na minuto.

Celo Ce Jje zaletni del encimske standsrdne kri-

vulje premics, pripominjemo, da ne seka todke (0,0).
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POGLAVJE 10 b

ENCIMSKC DOLCCEVANJE SOLUBILIZIRNE AKTIVNOSTI ZA FREOSTANEK,
IZRAZENE KOT SRUM 120
Princip

%ri metodi za doloCevsnje hidrolizne ektivnosti hidro-
liziramo netopni del moke iz razmsScene, deproteinizirane in
olusCene soje pri standardnih pogojih. Encimsko reskcijo pre-
kinemo s prekinjevalnim resgentom in netopni del odfiltriramo.
Kolic¢ino raztopljenih polissharidov dololimo spektrofoto-
metriéno po kislinski hidrolizi v skladu z AS 169/1, ki je nsa
razpolago pri NOVO INDUSTRI A/S 2880 Bagswaserd.

V skladu z metodo dolo¢imo karbohidraze z endo- kot
tudi z ekso-aktivnostjo.

Substrat, ki se ticCe tega encimskega doloclevanja, je
identiden substratu preostsnka, opisanemu za metodo SRU. Sub-~
strat raztopimo kot 3 %-no raztopino v spodaj navedenem citrat-

nem puferju:

0,1 N citrat-fosfstni pufer pH 4,5

5,24 g monohidrats citronske kisline (Merck Art 244)

8,12 g dihidrata dinatrijevega hidrogenfosfata
(Merck Art 6580)

demineralizirana vods do 1 1

pH 4,5 + 0,05

obstojnost 14 dni



25 192
_44p -

frekinjevalni reagent ima sledeco sestavo:
100 ml 0,5 N NsOH
200 ml 96 %-negs etanola

hraniti v hladilniku do uporabe.

Standardni pogoji

temperaturad .ceeecececcecccces 50°C
pH ® % S O 0 0 0O O 0 OO P S B S OO OO O OO B O 4’5
reakcijski Cas, vzorec ....... 120 minut

- - kontrols assss > minut.

Definicije enote

Ena enota solubilizirne sktivnosti za sojin preostanek
(SRUM) 120 (M zs msnuslno) je kolidina encima, ki pri navedenih
reskcijskih pogojih sprosti na wminuto solubilizirsne poli-

saharide, ekvivalentne enemu mikromolu galaktoze.
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ENCIMSKO DOLOCEVANJE PROTEOLITSKE AKTIVNOSTI
MERITEV HUT

Metoda za dololevanje proteinasze v kislem mediju.

Metoda temelji na 30 minutnem digeriranju denaturirane-
ga hemoglobina z encimom pri 40°C in pH 3,2. Nedigerirani
hemoglobin oborimo s 14 %-no trikloroocetno kislino (m/v %).

Vse encimske vzorce pripravimo tako, da jih raztopimo
v 0,1 M acetatnemn puferju, pH 3,2.

Hemoglobinski substrast pripravimo ob uporabi 5,0 g
liofilizirasnega govejega hemoglobina v prahu, konzerviranega
z 1 % Thiomersalata in 100 ml demineralizirene vode, ki jo
meSamo 10 minut, nakar pH uravﬁamo z 0,332 N HC1 na 1,7.

Po nadsljnjih 10 wminutsh mesSanjs uravnamo pH z 1 N NaOH
na pH 3,2. Volumen te raztopine povecamo z 0,2 M acetstnim
puferjem na 200 ml. Ta hemoglobinski substrat mora biti v hla-
dilniku, kjer se drzi 5 dni.

Hemoglobinski substrat spravimo ns sobno temperaturo.
Ob casu O dodsmo v epruveto, ki vsebuje 1 ml mcimsa, 5 ml
substrata. Fo stresanju 1 sekundo damo epruveto za 30 minut
v vodnéokopel s 40°C. Fo todno 30 minuteh dodamo v epruveto
5 wl 14 %-ne trikloroocetne kisline in nsto 40 minut stress-
mo in spravimo ns sobno temperaturo.

Za kontrolo spravimo hemoglobinski substrat na sobno



25 11 g

- 43 -

temperaturo. Ob Casu C dodamo v epruveto, ki vsebuje 1 ml
encima, 5 ml substrata. Fo stresanju 1 sekundo dsmo epruveto
za 5 minut v vodno kopel s 40°C. Fo todno 5 winutsh dodamo
v epruveto 5 ml 14 %-ne trikloroocetne kisline, in nato 40
minut stressmo in spravimo na sobno temperaturo.

Yo 40 minutah kontrolo in vzorce stresemo, filtriramo
enkrat sli dveskrat skozi filter Berzelius &t. O in dsmo v
spektrofotometer. Vzorec odc¢itamo v primerjsvi s kontrolo
pri 275 nm, spektrofotometer ps justiramo proti vodi.

Ker je absorbanca tirozins pri 275 nm znan faktor,
ni potrebno doloc¢iti tirozinske standardne krivulje, razen

ce je to potrebno za kontrolo Beckmsnovegs spektrofotometra.

Izrsdunavanje

1 HUT je kolicins enciwma, ki tvori v 1 minuti hidro-
lizat, ki je po svoji absorbanci pri 275 nm ekvivalenten
raztopini 1,10/ug/ml tirozinas v 0,006 N HCl. Ta vrednost
absorbance je 0,0084. Reakcijs naj se izvrdi v 30 minutsh

pri 40°C in pH 3,2.

HUT = Vzorec-Kontrola , vol. v ml
- 0,0084 reakcljskl cas Vv min.
_ Vzorec-Kontrola 11

HUT = 0,0084 X -36 = (V—K) X 43,65

(V-K) x 43,65
g encime v 1 ml

HUT/g encima =
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Freisksva odvisnosti pH-stabilnosti protesze v KRF 68,
izvedena s pomoljo snalize HUT s pH vrednostuwi od 2,0 do 8,0,
Je pokszala, da je bila stabilnost proteaze nsd pH 8,0 zelo
majhna, glej sl. 16.
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Da bi pojasnili izum, se sklicujemo na sledede pri-
mere 1 do 8,kjer ponazarja primer 1 proizvodnjo SFS-aze in
kjer ponazarjajo primeri 2 do 8 uporabo SFS-aze pri surovini
na osnovi soje, da bi proizvedli olisden rsstlinski protein.
Druge uporabe SiS-aze so navedene v poglavju med primerom
8 in pregledom slik.

Izvedli smo vel fermentacij s tukaj navedenimi sevi
Asp. aculeatus in Asp. japonicus v laboratorijskem merilu.
¥ri tem smo dobili pripravke, ki so vsebovali SFS-azo v skla-
du s tuks] navedenim testom za SFS-szo. Ker pa so za izvedbo
poskusov uporabe potrebne precej velike kolicine SFS-aze,
smo izvedli podobne fermentacije v merilu pilotne naprave,

glej sledec¢i primer 1.

PRIMER 1
Froizvodnjs SFS-aze v merilu pilotne nsprave.

SPS-azo smo pripravili s submerzno fermentacijo

Aspergillus aculestus CBS 101.43.

V Fernbachovi buc¢i smo pripravili agarni substrast s

slededo sestavo:

Fepton Difco 6g
Aminolin Ortsna 4 g
Glukoza 18
Kvasni ekstrakt Difco 3 g

Mesni ekstrakt Difco 1,5 g
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KH2PO4 Merck . 20 g
Sladni ekstrakt Evers 20 g

Ionsko izmenjsna H20 ad 1000 ml.

pH smo ursvnali na 5,%0 do 5,35. Nato smo dodali
40 g agarjs Difcd in zmes avtoklavirali 20 minut pri 120°¢C
(substrat imenujemo E-agar).

Sev CBS 101.43 smo kultivirsli ns poSevnem E-agsrju
(37°C). Spore s posSevnega gojisca smo suspendirali v sterili-
ziranem posnetem mleku in suspenzijo liofilizirali v stekle-
niékah. Vsebino ene liofilizirasne steklenilke smo prenesli
v Fernbachovo buco. Bufo smo nato inkubirali 13 dni pri 30°¢.

V0500 litrskem inokulacijskem fermentorju smo pripravili

substrat s slede¢o sestavo:

CaCO, 1,2 kg
Glukozs 752 kg
Rofec (suha snov vodnega

macerata koruze) 3,6 kg
S5o0jino olje 1,2 kg

Dodali smo vodovodno vodo do skupnega volumna okoli
240 litrov. Fred dodatkonm CaCO5 smo pH uravnali na 5,5. Sub-
strat smo sterilizirali v inokulacijskem fermentorju 1 uro pri
32100. KonCni volumen pred inokulacijo je bil okoli 300 litrov.
Suspenzijo spor iz Fernbachove bude smo prenesli v

inokulacijski fermentor. Pogoji inokulacijske fermentacije

so bili:
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Vrsta fermentorja: konvencionslni fermentor z meSanjem
in zracenjem, razmerje visina/premer

okoli 2,3
MeSanje: 300 vrt./min (dve turbinski wmesali)
Zracenje: 300 normalnih litrov zraks na minuto
Tempersturs: 20 do 5100
Tlak: 1,5 bara
Cas: okoli 28 ur.

Okoli 28 ur po inokulaciji smo iz inokulscijskega
fermentorjs prenesli 150 litrov v glavni fermentor.
V 2500 litrskem glavnem fermentorju smo pripravili

substrat s slededo sestavo:

Frazena sojina moka 90 kg
KH2P04 20 kg
Fluronic ® 150 ml

Dodali smo vodovodno vodo do skupnega volumna okoli
90C litrov. PraZeno sojino moko smo suspendirsli v vodi. pH
smo z NaOH nsravnali ns 8,0 in temperaturo zviSali ns SOOC.
Nato smo suspenziji dodali okoli 925 Ansonovih enot ALCALASECD
0,6 L. Zmes smo vzdrievali 4 ure pri 50°C in pH = 8,0 (dodatek
Na2C03) brez zrafenja, brez nadtlaka in ob med3anju s 100 vrt./mi:
Nato smo dodali preostale sestavine substrsta in ursvnali pH
s fosforjevo kislino na okoli 6,0. Substrat smo sterilizirsli

v glavnem fermentorju 1% ure pri 12500. Konéni volumen pred
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inokulacijo je bil okoli 1080 litrov.
Neto smo dodali 150 litrov inokulacijske kulture.
Fermentacijski pogoji so bili:

Vrsta fermentorja: konvencionslni fermentor z zracenjem
in weSanjem, razmerje viSins/premer

okoli 2,7.
MeSanje: 250 vrt./min. (dve turbinski me$ali)
ZracCenje: 1200 normalnih litrov zrsks na
minuto
Temperatura: 50°C
Tlak: 1,5 bara
Cas: okoli 151 ur.

Med 24 uraswi fermentacije do okoli 116 dr fermentacije
smo v glavni fermentor aseptidno dodajali rasztopino pektins
s stalno hitrostjo okoli 8 litrov na uro. Raztopino pektina

s sledeco sestavo smo pripravili v 500-litrski dozirni posodi:

Fectin genu X’ 22 kg
Fosforjeva kislina, konc. 6 kg

PluronicCD 50 ml

x) Genu pectin (citrus type NF firme The Copenhagen
pectin factory Ltd.)

Dodali smo vodovodno vodo do skupnegs volumna okoli
325 litrov. Substrat smo sterilizirali v dozirni posodi 1 uro

pri 121°C. Konéni volumen pred zaletkom dozirsnja je bil okoli
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360 litrov. Ko je ta porcija, poSla, smo naredili drugo po-
dobno porcijo. Celotni volumen raztopine pektina zs eno fer-
mentacijo je bil okoli 725 litrovs.

To okoli 151 ursh fermentacije smo fermentacijski
proces prekinili. Okoli 1850 litrov kulturne brozge smo ohla-
dili na okoli 5°C in encime dobili v skladu s sledeCo metodo.

Kulturno brozgo smo bobensko filtrirali na vakuumskem
bobnastem filtru (Dorr Oliver), ki smo ga pred tem preslojili
s Hy-flo-super-cel diatomejsko zemljo (filtrirni pripomodek).
Filtrat smo koncentrirali z upsrevanjem ns okoli 15 % volumna
kulturne brozge. Koncentrat smo filtrirali ns Seitzoven
filtru (tip supre 100) z 0,25 % Hy-flo-super-celas kot fil-
trirnim pripomodkom (v slededi tabeli imenovana filtracijs I).
Filtrat smo oborili s 561 g (NH4)2804/1 pri pH 5,5, in kot
filtrirni pripomodek smo dodali 4 %-no Hy-flo-super-cel
diatomejsko zemljo. Oborino in filtrirni pripomodek lodimo
s filtracijo ns filtru z okvirom. Filtrsko pogalo raztopimo
v vodi in netopne dele lodimo s filtracijo na filtru z okviroua.
Filtrat kontrolno filtriramo na Seitzovem filtru (tip suprs
100) z 0,25 % Hy-flo-super-cela kot filtrirnim pripomodkom
(v slededi tabeli imenovans filtracijs II). Filtrat dia-
filtrirsmo na pripravi za ultrafiltrscijo. Fo diafiltraciji
koncentriramo teko¢ino do deleZa suhe snovi 12,7 % (v sledeli
tabeli imenoven deleZ suhe snovi v koncentratu).

V tej stopnji lshko izvedemo fakultativno bazidno

obdelavo za delno odstranjevsnje proteazne aktivnosti. V pri-
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meru, da uporsbimo bsziéno obdelavo, jo izvajamo pri pH 9,2
1 uro, nakar uravnamo pH vrednost na 5,0.

Sedaj tekocino kontrolno filtrirasmo in filtriramo =z
namenom, da zmanjsamo klice, in filtrat liofilizirsmo ns
opremi zs liofiliziranje firme Stokes.

Na spodaj opiseni nséin swo izvedli Stiri fermentacije,
pri Cemer smo, kot je navedeno v dedeli tabeli, variirsli
sev, uporabljen zs fermentacijo, uporabo fakultstivne ba-

zi¢ne obdelave in druge parametre.

Koncehtracija_i ¥
(%) filtrirnega 2§igz
pripomoéka v SN0
zvezl s vi v
Sifra kon~-
Bazicna obdelsvs rip- fil- obar- fil- cen-
upo- neupo- PT1P= trgci- jan- traci- tra- Opom-
Mikroorgsnizem rabljena rabljene ravka jo I Jjem jo IT tu be
CBS 101.43 X KRF 68 0,5 5 0,2 28
ATCC 20236 X KRF 74 2,0 4 0,4 7,5
IFO 4408 X KRF 83 1,0 5 C,25 12,4 x)
CBS 101.43 X KRF 92 0,25 4 0,25 12,7

x) Fo filtraciji zs zmanjSenje klic koncentriramo filtrat z uparevanjenm
v razmerju 1:2,3. Manjéi del koncentrirsnega filtrata razprsilno
posusimo, preostali del pas liofiliziramo.

Da bi Se bolj zmanjsali proteazno sktivnost, smo ne-
katere od zgoraj navedenih pripravkov obdelsli, kot je navedeno

spodaj, pri Cemer smo uporasbljali ssmo eno od treh slternstiv

A, B in C.
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A. 100 g pripravka §PS—aze raztopimo v 1 litru deioni-
zirane vode med medanjem pri 10°C + 2°C. pH urevnsmo s 4 N NaOH
na 9,1. To bazilno obdelavo izvajamo 1 uro. pH vrednost nato
z ledno ocetno kislino ursvnamo na 4,5 in dializirswmo proti
ledeno mrzli, deionizirani vodi do prevodnosti 3 mS. Netoriz-
vedemo zaumrzovenje in liofiliziranje.

B. 500 g pripravka SFS-aze raztopimo v 4 litrih
deionizirane vode med meSanjem pri 10°%¢ + 2%. pH uravnamo
s 4 N NeOH ns 9,1. To baszicéno obdelavo izvajamo 1 uro. pH
vrednost nato uravnamo z ledno ocetno kislino na 5,0. Dobljeni
material 1liofiliziramo.

C. 50 g SFS-aze raztopimo v 400 ml deionizirsne vode
med meSanjem pri 10°C + 2%, pH uravnamo s 4 N NaOH na 9,1.

To bazicno obdelavo izvajamo 1 uro. Nato pH zmsnjfsmo z ledno

ocetno kislino na 5,7. Dobljeni material liofilizirsmo.

Pripravek SFS-aze, Uporabljena .
uporabljen kot baziéna obdelava Sifra
izhodni material pripravks
za bazicno obdelsvo A B ¢

KRF 68 X KRF 68 BII
KRF 68 X KRF 68 BIII
KRF 92 b KRF 92 BI

Zgoraj navedeni pripravki so oznadeni s svojimi ak-

tivnostmi encimov, ki so zs izum pomembni, v slededi tabeli.
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PRIMER 2 (primer uporabe) |,

Te primer opisuje proizvodnjo p.v.p. iz moke iz oluScle-
ne in razmsScene soje, "Sojsmel 13" (komercialno na raszpolago
pri Asrhus Oliefabrik A/S). Dele? suhe snovi v tej moki je
bil 94,0 % in deleZ (N x 6,25) na osnovi suhe snovi je bil
58,7 %. Sojino moko smo obdelali s pripravki SFS-aze KRF 68 BII
(primer 1) na sledeéi nadin:

85,2 g sojine moke smo suspendirali in me$ali pri SOOC
v 664,8 g vode in s pomoéjo 7,5 ml 6 N HCl smo pH uravnali
na 4,5. Dodali smo 50 g raztopine, ki je vsebovala 4,00 g
navedenega pripravka SFS-sze, in reakcijsko zmes smo nato
mesali 240 minut pri 50°C. Zmes smo nato centrifugirali ns
laboratorijski centrifugi (Beckman Model J-6B) 15 minut pri
3000 x g. Supernatant smo stehtsli in asnslizirali na N po
Kjeldghlu in suho snov. Trdno fazo smo nato sprali z volumnom
vode, ki je bil ekvivelenten masi supernstsnta, dobljenegs
v prvem centrifugiranju. To operacijo smo izvedli dvakrat.
Trdno fazo smo nato liofilizirali, stehtali in snalizirali
na N po Kjeldahlu in suhO snov v Qvist's Laborstorium,

Marselis Boulevard 169, 8000 Aarhus C, Danska. Ta lsboratorij
je pooblasien od drZave za snalize krmil in mlednih izdelkov.

Rezultati, dobljeni pri poskusu, so razvidni iz tsbele 2.1:
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Tabela 2.1 Dobljeni rezultati

. Masa N x 6,25 Suha snov  Dobitek Dobitek
Sestavina g % % proteina  suhe snovi

. oo %

Sojina moka 85,2 55,2 94,0 100 % 100 %

Fripravek

SPS~aze 4,00 75,6 - 6,4 % -

1. Centrifugat 666 1,50 5,04 21,2 % 42,0 %

PeV.D. 4n,5 87,5 95,7 82,7 % 53,2 %

Tako smo dobili p.v.p. s éistoto proteina, to je

N x 6,25 na osnovi suhe snovi, 91,4 % in s celotnim dobitkom

proteina 83 %.

FRIMER 3 (primer uporabe)

Ta primer smo izvedli, da bi primerjsli dobitke pro-
teina, prehransko kvaliteto in nekatere funkcionalne last-
nosti sojinih proteinskih produktov, izdelanih s sledelimi

tremi postopki:

A: Tradicionalno izoelektricno obasrjsnje zs

proizvodnjo sojinegas proteinskega izolats.

B: Tradicionalno izoelektricéno spiranje za

proizvodnjo s0jinega proteinskega koncentrats.

C: TIzoelektriéno spirsnje v sklsdu z izumom, ki
vkljuduje encim zs solubilizirsnje preostanka,

zg proizvodnjo p.v.p.
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Da bi izvedli resnicéno primerjsvo postopka v skladu
z izumom (C) s konvencionalnima postopkoma za sojin protein
(A in B), smo v vseh treh primerih uporabili isto surovino.
Tudi poskuse smo izvedli nas tak nsdin, da so bile ustrezne
temperature in obdelovaslni ¢ssi v vseh treh primerih enaki.
Samo pH vrednosti so bile zaradi temeljnih rszlik med tremi

postopki razlicne.

A. Tradicionalno izoelektriéno obarjanje za proizvodnjo
sojinega proteinskega izolatas

425,8 g sojine woke (Sojamel 13, proizvsjalec Aarhus
Oliefabrik A/S) smo ekstrshirali v 3574,2 g vodovodne vode
pri 50°C. pH smo ursvnali z 20,1 g 4 N NaOH na 8,0. Po 1 uri
mesSanja smo goSco centrifugirali pri 3000 x g 15 minut v la-
boratorijski centrifugi (Beckman Model J-6B), pri &emer smo
uporabljali 4 enolitrske caSe. Centrifugst I in oborino I smo
stehtsli. Oborino I smo ponovno ekstrshirali z vodo do skupne
mase 4000 g. Temperaturo smo vzdrZevali pri 50°C, pH uravnali
s 4 N NaOH na 8 in gosc¢o meSali Se 1 uro. Kot zgoraj smo iz-
vedli centrifugiranje in tehtanje centrifugata II in oborine II.
Iz centrifugats I in II in oborine II smo odvzeli vzorce za
doloCevanje po Kjeldahlu in dolodevanje suhe snovi. Nato smo
centrifugata I in II zwmeSali in vzdrZevali pri 50°C. Frotein
smo nato izoelektricno oborili pri pH 4,5 s pomoljo 45 g 6 N HC1
Fo 1 uri meSanjs pri 50°C smo protein dobili s centrifugiranjem

pri 3000 x g 15 wminut. Centrifugat III smo stehtali in ansli-
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zirali na N po Kjeldshlu in suho snov. Trdno fazo III smo
stehtali in sprali z vodo v kolidini, ki ustrezs masi cen-
trifugsts I. Spiranje smo izvedli z enournim meSanjem pri
SOOC. Sprani‘protein smo dobili s centrifugirsnjem pri

3000 x g 15 minut. Centrifugat IV in trdno fazo IV smo
stehtali. Centrifugat IV smo snalizirsli na N po Kjeldahlu
in suho snov. Trdno fazo smo suspendirali v 1550 g vode s
50°C in pH urasvnali s 17 g 44N NaOH na 6,5. Zumes smo me3ali
Se 1 uro in po potrebi ponovno uravnsli na pH = 6,5. Konéno
smo produkt liofilizirali, stehteli in snalizirali na N po
Kjeldshlu in suho snov. Izradun mssne bilsnce je prikaszsn v

tabeli 3.1.
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Tabela 3.1 IzraCun masne bilance tradicionalnega izoelektridnegs
obarjanja za proizvodnjo sojinegae proteinskega

izolata.
Masa Suha  Dobitek Dobitek
Operacije in frakcije frakcije Protein 6£nov snmproteina suhe snovi
' g %(Nx6,25) % % %
Ekstrekcijs:Sojine moka  425,8 55,2 94,0 100,0 100,0
Voda 3574,2 C 0 0 0]
4 N NaOH 20,1 0 16,0 0 0,8
1. Centrifugirsnje: =  4020,1 5,9 10,0 100,9 100,4
Centrifugat I 3141,0 4,4 6,9 58,8 54,1
Oborina I 805,0 - - - -
Ponovna ekstrakcija:
Oborina I 805,0 - - - -
Vods 3195,0 0 0] 0] 0
2. Centrifugirsnje:
Centrifugat II 3104,0 0,5 c,9 6,6 74,0
Oborina I1 820,0 9,1 17,2 31,7 35,2
MeSanje in nakisanje:
Centrifugata I + II  6245,0 - - - -
6 N HC1 45,0 0 21,3 0 2,4
3. Centrifugiranje: z 6290,0
Centrifugat III 5650,0 0,3 1,9 742 26,8
Oborina I1T 308,0 - - - -
Spirenje: = R Lo
Oborins ITI 308,0 - - - -
Voda 3141,0 0 0] 0 0
4, centrifugirsnje: &  3449,0
Centrifugat IV  3113,0 0,04 0,15 0,5 1,2
Oborina Iv 291,0 - - - -
Nevtralizacija:
Oborins IV 291,0 - - - -
Voda 1550,0 0] C 0] 0
4 N NaOH 17,0 0 16,0 0 o,
Susenje: Frsh 128,0 93,8 9%,3 51,1 30,8
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B. Izoelektriéno spiranje za proizvodnjo sojinegs
proteinskega koncentrata

425,6 g sojine moke (Sojsmel 13, proizvajalec Asrhus
Oliefabrik A/S) smo sprali v 3574 g vode s 50°C. S 44,8 g
6 N HCl smo pH ursvnali ns 4,5. Spirenje swmo izvajali 4 ure
z meSanjeuw. Godlo smo nato centrifugirsli pri 3000 x g 15 minut
v laborstorijski centrifugi (Beckman Model J-6B), pri Zemer
smo uporabili 4 enolitrske cCasSe. Centrifugat I smo stehtali
in analizirali na N po Kjeldshlu in suho snov. Trdno fszo I
smo stehtali in ponovno spreli z vodo do skupne mase 4000 g.
Z 1,7 g 6 N HC1 smo pH ponovno uravnaliine 4,5 in go3do me-
g$ali 8e 30 minut pri 50°C. Kot zgoraj smo izvedli centrifugi-
ranje in tehtanje centrifugata II in trdnih snovi II. Trdno
fazo II smo ponovno suspendirali v 1575 g H2O S BOOC in s
34,5 g 4 N NaOH smo pH ursvnsli ns 6,5. Zmes smo meSali pri
50°C %e 1 uro in po potrebi ponovno uravnsli ns pH = 6,5.
Konéno smo proteinski produkt liofilizirali, stehtali in
analizirali na N po Kjeldshlu in suho snov. Masna bilanca je

prikszana v tabeli 3.2.
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Tabela 3.2 Izrasdun wasne bilance izoelektridnega spiranjs
z8 proizvodnjo sojinegs proteinskegs koncentrats

Masa Suha Dobitek  Dobitek
Operacije in frakcije frakcije Frotein snov proteina suhe snovi
8 %(Nx6,25) 4 % %

Spiranje:

Sojina moka 425,8 55,2 94,0  100,0 100,0

Voda 3574,0 0 0 0 0

6 N HC1 44,8 0 21,3 0 2,4
1. centrifugirsnje: ¥  4044,6 - - - -

Centrifugat I 3150,0 0,6 3,2 8,0 25,2

Trdne snovi I 846,0 - - - -
ronovno spiranje:

Trdne snovi I 846,0 - - - -

Voda 3154 ,0 0 0 0 0

6 N HC1l 1, 0 21,3 0 0,1
2. centrifugirsnje: ¥  4001,7

Centrifugast II 313%0,0 0,1 0,4 1,3 3,2

Trdne snovi II 863%,0 - - - -
Nevtraslizacija:

Trdne snovi II 863,0 - - - -

Voda 1575,0 0 0 0 0

4 N NaOH 34,5 o) 16,0 0] 1,4
SuSenje: Prsh 281,0 72,5 98,4 86,7 69,1




2519
- a0 -

C. Izoelektricno spiranje, ki vkljuduje encim za solu-
biliziranje preostanka, za proizvodnjo p.v.p.

425,8 g sojine moke (Sojsmel 1%, proizvsjalec Aarhus
Oliefsbrik A/S) smo spirsli v 3524,2 g vode s SOOC. Z upo-
rabo 43,7 g 6 N HCl swo pH uravnali na 4,5. 24 g pripravks
SES-aze KRF 68 BIII (primer 1) smo solubilizirali v 26 g
vode in dodali k spiralni zmesi. Spirsnje smo nato izvajali
4 ure z meSanjem. Nato smo izvedli CisSdenje, kot je opisano
za B, pri cemer so bili edini psrsmetri z drugadnimi vred-
nostmi kolifine 6 N HCl, 4 N NaOH in vode za ponovno suspen-

dirsnje. Masna bilanca je prikszana v tabeli 3.3.
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Tabela 3.3 Izrafun masne bilasnce izoelektridnega spirasnjs,

ki vkljuCuje encim zs solubiliziranje preostanka,

za proizvodnjo p.v.p.

Massa Suha  Dobitek  Dobitek
Operacije in frakeije frakcije Frotein snov  proteins suhe snovi
8 %(Nx6,25) % % %

Spiranje:

Sojina moks 425,8 55,2 94,0 100,0 100,0

Voda 3540, 2 0 0 0 0

6 N HC1 43,7 0 21,3 0 2,3
SEFS-aza:KRF 68 BIII 24,0 75,3 96,0 7,7 5,8
1. centrifugiresnje: % 4043,7 - - - -

Centrifugat I 3420,0 1,7 5,2 24,7 444

Trdne snovi I 620,0 - - - -
Fonovno spiranje:

Trdne snovi I 620,0 - - - -

Voda 3380,0 0 0 0 0]

6 N HC1 '3 0 21,3 0 0,1
2. Centrifugiranje: = 4001,3

Centrifuget II 340C,0 C,2 0,6 2,9 5,1

Trdne snovi II 577,0 - - - -
Nevtralizacija:

Trdne snovi II 577,0 - - - -

Voda 1700,0 0 0 0 0

4 N NsOH 25,3 0 16,0 0 1,0
Susenje: FPrah 211,0 87,5 96,970 78,2 51,1

86,97 97,02

1) Anglizirasno v Bioteknisk Institut, Holbergsvej 10, DK-6000

Kolding, Danska
2)

DK-8000, Asrhus C, Dansks

Analizireno v Qvist's Laborstorium, Msrselis Boulevard 169,



Hranilne lsstnosti

Dolodili smo sestave smino kislin treh proteinskih
produktov, glej tabelo 3.4. Cb uporabi referenlnega vzorcs
FAO iz lets 1957 izraCunasmo celotni dele? esencialnih smino
kislin, kemicno vrednost in indeks esencislnih asmino kislin

(EAAI).

DeleZz inhibitorjs tripsins v vseh treh produktih smo
dolodili s pomoljo metode, opisane v A.0.C.S. Tentative Me-
thod Ba 12 - 75 (A.0.C.S. je okrajSava zs American 0il
Chemists' Society). Rezultati so prikszani v tabeli 3.5, ki
vkljucuje tudi dobitke in razmerje protein/suha snov vseh

treh produktov.
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Tabela 3.4 Sestava amino kislin in ocena hranljivosti
treh proteinskih produktov A, B in C.

A. SojinypreteintB. Sofin protein~ |C. -Sojiw proteinski
Amino ktsfin ski. bzolat ski kopgentrat. izolat €o.v.p.)

g/16 g N aas !’ g/16 g N aas g/16 g N aas'!
Ne-esencislne
3 te e T B P - me |-
Serin | 4,62 - 4,69 - 4,81 =
Glutaminska : - - -
biopanl 21,3 18,2 17,7
Prolin 6,07 - 5,19 - 4,76 -
Glicin 4,13 - 4,26 - 4,33 -
Alanin 3,54 - 4,27 - 4,55 -
Histidin 2,83 - 2,78 - 2,50 -
Arginin 8,09 - 7,57 - 7,04 -
Esencialne
Izolevein 4,87 | ¥ 100 4,97 > 100 5,19 | >100
Levein 7,80 | >100 7498 >100 - 8,09 | >100
Lizin 6,24 | >100 6,09 >100 5,57 | »>100
Fenilalanin 5,47 [100 5,35 »100 5,17 Pl00y} _

. >100 >100 >100
Tirozin 3,38 {100 3,88 ’100 4,44 P100
Cistin 1,29 64,5 1,32 66,0 1,44 72,0

. 5%, 4 632 65,5
Metionin 1,08 |49,1 1,21 55,0 1,31 | 59,5
Treonin 3,10 7 100 3,60 5100 3,97 >100
Triptofan , 1,06 75,7 1,37 97,9 1,32 94,3
Valin 4,90 7100, 5,23 >100 5457 100
% celotnega de-

leZza esenciglt '

nih amino 38,36 41,31 42,21

kislin
Kemidna vrednost 56,4% 69,2% 65,5%
EAAT 86,7% 30,2% 91,3%
1) aas = vrednost amino kislin, ki. temelji na referendnem vzorcu

FAO (1957)




Tebels 5.5 Trocesne karakteristike in deleZ inhibitorjs
tripsins treh proteinskih produktov A, B in C.

A. Sojin protein- B. Sojin protein- C. Sojin pro-

ski izolat gki koncentrst teinski izo
lat (p.v.p.
Protein iz )
Procesne ‘ 97,4 % 7%,7 % 90,0 %
karakte- suhe snovi
ristike .
Dobitek 9 9 0
proteina 51,1 % 86,7 % 78,2 %
Inhibitorji tripsina

TUI/g proteins 36.250 28.970 21.810
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Funkcionalne lagstnosti

Indeks topnogsti dufika (NSI) smo dolodili v

1 %-ni disperziji proteina pri pH = 7,0 v 0,2 M NaCl

0z. V destilirani vodi. Po 45 minutah me$anja z mag-
netnim me3alom smo suspenzijo centrifugirali pri 4000 x g
30 minut in supernatant analizirali na du3ik. Topnost’
dugika smo izradunali kot (topni N %/celotni N %). Rezul-
tati tega ovrednotenja vseh treh produktov so prikazani

v tabeli 3%.6.

Emulgirno sposobnost smo dolodili z rahlo

modificirano Swiftovo titracijo pri vsakem produktu
po trikrat. 4,0 g (N x 6,25) produkta smo zmeSali s
Sorval Omnimixerjem pri majhni hitrosti v 250 ml 0,5 N
NaCl. 50 ml suspenzije smo prenesli v steklen meSalni
kozarec in dodali 50 ml sojinega olja2Nato smo celotno
zmes stehtali. Zmes olja iﬁ vode smo nato homogenizirali
pri 10000 vrt/min, pri demer Jje bil kozarec v ledni kopeli.
Nato smo s hitrostjo 0,3 ml/sek. dodajali dodatno koli--
déino sojinega olja, dokler se emulzija ni sesedla. Celotno
kolidino olja, dodanega pred "konéno tolko", smo ugotovili
s tehtanjen.

Emulgirno sposobnost smo izradunali kot ml
olja na gram proteina (N x 6,25). Gostoto olja smo vzeli

kot 0,9 g/ml.
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Povpreéni rezultati dolodevanja emulgirne

sposobnosti treh produktov so prikazani v tabeli 3.6.

raztopini proteina pri pH = 6,5. 250 ml vodne disperzije
vzorcev proteina smo stepali s hitrostjo III 4 minute v
meSalniku Hobart (model N-50) z monktirano %iéno metlico.

Ekgpanzijo pri stepanju smo izradunali v skladu s formulo

.ekspanzija pri stepanju = Eiggg- x 100 %,

kjer je V konéni stepeni volumen v ml.

V smo izmerili tako, da smo meSalni kozarec
ponovno napolnili z vodo. Za vsakega od treh vzorcev
smo izvedli po dve doloditvi. Povpredni rezultati so pri-

kazani v tabeli 3.6.

Obsto jnost pene smo doloCili kot razmerje

med kolidéino pene, ki preostame po 30 minutni drenaZi,

in prvotno kolilino pene. A gramdv pene, proizvedene z
gornjo metodo, smo dali v valj iz umetne snovi (premer 7 cm,
vigina 9 cm) z %idno mrefo z velikostjo zank 1 mm x 4 mm.
Valj smo dali na 1lij na vrhu steklenega valja in dolodi=-

1i mago (B) odtekle tekodine v steklenem valju. Obstojnost
pene FS je definirana z enadbo

A-3B
A

FS = x 100 %
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Rezultati dololevanja so prikazani v tabeli

564

Irdnogt gela Je v tem opisu definirana kot

viskoznost po Brookfieldu, merjena s T-vreteni na stojalu
Brookfield Helipath. Gele smo pripravili s toplotno ob-
delavo 12 %-ne suspenzije proteina v 0,5 M NaCl. Toplotno
obdelavo smo izvedli v zaprtih plodevinkah s premerom 7,3 cm
in vi%ino 5,0 cm, ki smo jihdali v vodno kopel, ki smo jo
vadrZevali pri 80 °C in 100 °C, vsakokrat po 30 minut.
Flodevinke smo ohladili in termostatirali na 20 °C, predno
smo Jjih odprli in merili. Rezultati meritev so prikazani

v tabeli 3.6.

Tabela 3.6 Funkcionalne lastnosti treh proteinskih
produktov A, B in C,

Funkcionalnost A. Sojin proteinski B. Sojin pro- C. Sojin

izolat teinski proteir
koncentrat ski izc
lat
(p.V.E.Z
% NSI v 0,2 M 39,5 20,3 25,6
NaCl
% NSI v _vodi 23,9 25,1 28,6
Emulzi jska spo-
sobnost: ml 218 182 354
olja/g (N x 6,25)
Ekspanzi ja pri ste- 120 120 340
panju %
Obstojnost pene % 50 50 20
Trdnost gela; [Pa.sl
80 °C (0,5 M NaCl) 1,7 x 10° 1,2 x 102 3,3

100 °C (0,5 M NaCl) 2.0 x 107 4,0 x 10° 1,3 x 10°
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PRIMER 4 (primer uporabe)

Pripravili smo é.v.p. Vv skladu z nadinom dela,
opisanim v primeru 3C, le da je aktivnost Celulaze izviraé
la deloma iz Trichoderma reseei. Trini pripravek celulaze
CELLUCLAST, ki jo proizvaja Novo Industri A/S, smo obdela-
1i 2z bazo pri nizki temperaturi na slededi nadin. pH vrednost
10 %-ne raztopine CELLUCLAST-a v vodi smo uravnali z NaOH
na 9,2 in tako dobljeno raztopino ohladili na 5 °C. Po
1 uri pri tem pH in tej temperaturi smo pH ponovno urav-
nali z 20 %-no ocetno kislino na 4,7, To raztopino smo
hranili preko no¢i pri 5 °C in nato sterilno filtrirali.
Filtrat smo liofilizirali. & g liofiliziranegsa produkta
smo deli k pripravku SPS-aze KRF 68 BIII (primer 1).

Oba encima smo solubilizirali v 172 g vode, predno smo Jju
dodali k izpiralni zmesi. Doloditve masne bilance tega
primera so prikazane v tabeli 4.4.

Poskus dokazuje, da ta posebni pripravek SPS-aze
Ze vsebuje udinkovito celulazo, saj dodatek CELLUCLAST-a
oéitno ne vpliva na razmerje protein/suha snov. Vendar
pa lahko vsebujejo drugi pripravki SPS-aze, npr. ERF 92,

manj celulaze; glej tabelo tik pred primerom 2.
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Tebela 4.1 Dololitve masne bilance izo-elektricnega spira-
nja, ki vkljuéuje pripravek SPS-aze in

CELLUCLAST ®‘, za proizvodnjo p.V.p.

Operacije in Masa frak-~ Protein Suha snov Dobitek  Dobitek

frakci je cije % % proteina suhe snovi
eran (N x 6,25) % %
Spirange:
SoJjina moka 425,8 55,2 94,0 100,0 100,0
Voda 3546,2 0 0 0 0
6 N HC1 43,1 0 21,3% 0 2,3
8PS~-azg:
ERF-68-B~II1 24,0 75,3 9% 747 5,8
CELLUCLAST 4,0 43,6 % 0,7 1.0
ﬁiigitm“ z 4043, - - - -
Centrifugat I  3382,0 1,9 5,5 27,3 46,5

Trdne snovi I 661,0 - - - -

Ponovno spi-

ranje:

Trdne snovi I 661,0 - - - -
Voda 3339,0 0 0 0 0
6 N HC1 0 0 0 0 0
2.centrifu- 3~

giranje: 4000,0

Centrifugat II 3414,0 0,2 0,7 2,9 6,0

Trdne snovi II  582,0 - - - -
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Nadal jevenje tabele 4.1
Nevtralizacija:
Trdne snovi 11 582,0 - - - -
Voda 1691,0 0 0 0 0
Su3enje:
Prah 206,0 88,8 98,9 77,8 50,9

FRIMER 5 (primer uporabe)

Pripravili smo p.v.p. Vv skladu z metodo,
opisano v primeru 3.0, le da smo vse mase zmanjSali za faktor
5 in da smo reakcijsko zmes pred centrifugiranjem ohladili na
okoli 5 °C. Na osnovi analiznih rezultatov v primerjavi s cen-
trifugatoma smo dobili teoretslki dobitek oborjenega proteina,

kot je prikazano v tabeli 5.1.

Tgbela 5.1. Teoretski dobitki proteina, doseZeni pri proizvodnji
PeVeDe

Frakei je Masa Protein Dobitek pro- Primer 3 C
8

(N x 6,25) teina
% % Protein Dobitek
(N ox 6,25) pro;zeina,

0

Sojina moka 85,2 55,2 100 55,2 100
SPS=aza

KBF-68-B-III 418 7503 7!7 75:3 7;7
1. centrifugat 639 0,99 13,5 1,7 24,7
2. centrifugat 595 0,13 1,6 0,2 2,9
DeVeDe - 87.2%  92.,6P 87,1 80,1°
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a Povpredje iz 87,5 (Bioteknisk Institut) in 86,9 (Qvist's Labo-
ratorium); Suha snov je 97,6 oz. 98,0 %,
b)Izradunano kot celotna masa proteina - protein, izgubljen Vv

centrifugatih.

PRIMER 6 ( primer uporabe)

Dokaz vezave proteina na SBS

40 g (N x 6,25) trZnega sojinega proteinskega
izolata (Purina 500 E firme Ralston Purina) smo raztopili v
680 g vode. Zmes smo segreli v vodni kopeli na 50 °¢ in pH
uravnali s 6 N HC1l na 4,50, 90 g te zmesi smo prenesli v
pet 250 ml Erlenmeyerjevih bué in dodali po O g,0,2 g, 0,4 g,
0,8 gy 0oz, 1,6 g SPS, proizvedenega, kot smo opisali prej v
tem opisu. Bule smo nato vzdrZevali ob magnetnem meSanju v vod-
ni kopeli 240 minut pri 50 °C.

Nato smo go3Ce centrifugirali pri 3000 x g 15 minut
in centrifugate I analizirali na N po Kjeldahlu in suho snov.
Trdne faze smo sprali v vodi pri sobni temperaturi in ponovno
centrifugirali. Ta postopek smo ponovili. Nato smo trdne snovi
dispergirali v 50 ml vode in z dodajanjem 6 N NaOH po kapljicah
uravnali pH na 6,50. Nevtralizirane produkte smo liofilizirali
in analizirali na N po Kjeldahlu in suho snov. Na osnovi anali-

ze, prikazane Vv tabeli 6.1, smo se pomoljo formul, prikazanih v
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zvezi s tablo 6.2, izradunali pridobitek proteina in odstotek
SPS, ki se je vezal na protein.’

Ta primer dokazuje,da je 8PS trdno vezan na
protein tako, da se z nara%dajoéim delefem SPS zmanj3uje raz-
merJje protein/suha snov. Dele? SPS, ki Je primerljiv z okoli
0,4 g v 10 ml vode, dodan k 5 g proteinskega izolata, je razmerje
protein/SPS, prisotno v sojini moki.

% vezave SPS je izradunana vrednost. % vezave
SPS se zaradi nasidenja proteina glede na SPS pri majhnih razmer-

Jih protein/S8PS zmanjduje.
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Tabela 6.1 Meritve v skladu s primerom 6

Razmerje Centrifugati I Pogulena oborina
protein/SFS % N % suhe %N %Nx6,25 % sﬁe% N x 6,25
SuoVvi snovi * g g1n01

Oo 0,068 0,62 13,2 82,5 93,1 88,6
25 0,045 0,49 13,4 83,8 97,3 86,1
12,5 0,028 0,45 13,0 81,3 97,9 83,0
6,25 0,031 0,45 12,6 78,8 98,1 80,3
3,125 0,026 0,61 1,8 73,8 97,9 75,3

Tabela 6.2 Pridobitek proteina in % vezave SFS

Razmerje % pridobitka proteina 1 % vezave SPS 2)
protein/SFS

0 91,5 0

25 %, 4 77

12,5 95,3 90

6,25 96,1 70

3,125 96,8 60

1) 4% pridobitka proteina =| 1 -~ -32 1x 0,22 :!x 100, kjer je

NC 1 =%DN v centrifugatu I

2) % vezave SIS =

[5 x (% pridobitka proteina) 5 x (% pridobitka proteina)]
(% P/H) (% _B/H)oe x 100,
[5/razmerje SPS]

kjer je |
(% P/H) razmerje protein/suha snov v sufeni oborini in

(% P/H)~o Je za oborino brez dodatka SEFS.
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PRIMER 7 (primer uporabe)

Ta primer opisuje proizvodnjo p.v.p. ob uporabi
pripravka SPS-aze EKRF 92 B-I v dozi 5 % suhe snovi. Nadin pro-
izvodnje je bil natandéno tak kot v primeru 3 C, le da smo vse
mase zmanjSali za faktor 5. P.v.p. smo analizirali,kot je opisano
v primeru 2. Rezultati, dobljeni v poskusu, so razvidni iz ta-

bele 7.1.

Tabela 7.1 Rezultati, dobljeni v primeru 7

Sestavina Masa (N x%§,25) Suh% snov  Dobitek Dobitek suhe

8 proteina, snovi,
% %
Sojina moka 85,2 55,2 9%,0 100 100
Encimgki pri-
pravek 4,0 71,2 - 6,1 -
gat 632 1,88 5,44 25,3 43,0
2. centrifu-
gat 673 0,30 0,80 4,3 6,7
PeV.De 39,8  85,6% 98,1% 71,9 48,8
g, 4P 98,1°
a

Analiziramo v Bioteknisk Institut, Holbergsvej 10, DE~-6000 Kol-
ding

Analiziramo v Qvist's Laboratorium, Marselis Boulevard 169,
DK-8000 Aarhus C
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PRIMER 8 (primer uporabe)
Ta primer dokazuje uéinek predhodne obdelave
sojine moke s kuhanjem v parnem ejektorju pred proizvodnjo

p.V.'p.

Predhodna obdelava

Go3¢o soJjine moke Vv vodi, ki vsebuje 10 kg
sojine moke (Sojamel 13, prdzvajalec Aarhus Oliefabrik A/S)
na 100 kg, smo drpali skozi parni ejektor (tip Hydroheater B-300)
in zme8ali s paro z 8 bari v taki kolilini in s takim pretokom,
da smo kondno temperaturo 150 °C lahko vzdrfevali v cevmem tlad-
nem reaktorju 25 sekund. Nato smo v dekompresijski komori (ciklonu)
tlek zmanjSali in od tam go¥Co poslali skozi plo3céni menjalnik
toplote in jo ohladili na okoli 50 °C. Ohlajeno go3&o bi lahko
uporabili v skladu z izumom direktno za proizvodnjo p.v.p., toda
v tem primeru smo goSCo razpr3ilno posufili pri vstopni tempe-
raturi 200 °C in izstopni temperaturi 90 °C. Ugotovili smo, da
ima predhodno obdelani produkt deleZ suhe snovi 96,5 % in deleZ
proteina 56,9 % (W x 6,25).

Priprava p.Ve.p.

To pripravo smo izvedli na sledeli nalin:

70 g suhe snovi v parnem e€jektorju kuhane in po-
suSene sojine moke smo suspendirali in meali pri 50 %°¢ v 560 g
vode in s pomodjo 6,5 ml 6 N HC1l pH uravnali na 4,50. 6 x 90 g

te suspenzije smo prenesli v Sest 250 ml Erlenmeyerjevih bué in



meSali na vodni kopeli s 50 °C s‘pomoéjo magnetnih meZal. V
vsako budo smo dali 10 g raztopine, ki Jje vsebovala po O g,
0,025 g, 0,050 g, 0,10 g, 0,20 g oz. 0,40 g pripravka SPS-aze
KRF-68~B-I11. Reakcijske zmesi smo nato mesdali 240 minut pri

50 °C, Nato smo izvedli 15 minutno centrifugiranje pri 3000 x g.

Supernatant smo nato an&lizirali na N po Kjeldahlu
in trdno fazo sprali z vodo ob enakih volumnih in centrifugi-
rali. Ta postopek smo izvedli dvakrat. Trdno fazo smo nato lio-
filizirali in anslizirali na N po Kjeldahlu in suho snov.

Podoben poskus smo izvedli z neobdelano sojino
moko (Sojamel 13, proizvajalec Aarhus Oliefabrik A/S) kot izhod-
nim materialom. V tem primeru so bila razmerja encim/substrat
0, 1%, 2%, 3 %, 4 % in 8 %.

Na osnovi deleZa proteina v supernatantih lahko
izradunamo odstotke pridobljenega proteina. Dobitek proteina
temelji na domnevi, da je encimgki produkt po reakciji 100 %-no
solubiliziran. Spodnja tabela kaZe rezultate, dobljene v obeh |

poskusih.
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Tabela 8.1 Dobitki proteina in razmerje protein/suha snov

Za PeVeDe, pripravljen iz kuhane ali surove sojine

moke
Kuhana soJjina moka Neobdelana sojina moka
E/S % Dobitek Protein v Dobitek Protein v suhi
proteina suhi snovi proteina snfvi
0 I 0
0 9299 76,5 9Oa7 m 73a9
0,25 90,1 86,6 - -
0’50 89)3 8897 - -
1,0 88,1 89,7 87,1 86,2
2,0 86,6 91,7 85,7 88,1
3 ’0 - - 84, 3 89 [ 5
4,0 84,7 92,2 82,6 90,9

8,0 - - 76,2 91,1
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Tako glede na postopke ekstrakcije (izolacije)
za materiale, ki niso proteini, kot tudi glede na postopke
utekoéinjenja inﬂqim sorodne postopke, se sklicujemo na splo3no
procesno shemo za uporabe, kot je prikazana na tehnoloSki shemi
3t. 3.

Substrat je lahko en ali ved oglJjikovih hidratov,
prisotnih v surovini, ali pa je lahko celotna surovina.

Ta substrat lahko podvrZemo predhodni obdelavi
kemi jskega ali fizikalnega znalaja, kot je kasneje prikazano
s primeri, npr. kisli ali alkalni obdelavi, namakanju ali pre-
pajanju in/ali kuhanju s paro ali brez nje.

Surovino lashko maceriramo, zreZemo, mokro meljemo
in/ali homogeniziramo (vse te obdelave so Vv tehnolodki shemi
§t. 3 oznadene kot homogenizacija), z dodatki vode ali brez
| njih, in med to stopnjo lahko dodamo druge dodatke. Homogeniza-
c¢ijo lahko izvedemo z razlidnimi ulinkovitostmi, npr. drugacnimi
tlaki, ki so samo del maksimalnega tlaka, navedenega za dolodeni
uporabljeni homogenizator. Pred ali med homogenizacijo lahko
dodamo razlicéne dodatke, kot je predstavlijeno v tehnolos$ki shemi
§t. 3 s pomolJjo simbolov bgs Doy eee Dpe

Regkecijski postopek, ki vkljuduje pripravek
SPS-aze, izvedemo pri natanfno navedenih pogoJjih, npr. pri
temperaturi, tlaku, ¢asu, pH in dozah encima; tudi napotki gle-
de uporabljenega reaktorja (npr. Zarino, depno strujanje) in

meSanja, ¢e je potrebno, so koristni.Za razliéne surovine lahko
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dodamo niz dodatkov, navedenih v tehnoloZki shemi ¥t. 3 kot
Cqs Cp eeee Cpo

Tudi postopke lodenja lahko izvedemo z razlidnimi
uéinkovitostmi. Med mnogimi postopki loclenje odpade ali je
olajsano, npr. e Je surovipa popolnoma utekoéinjena. Upora-
bimo lahko razlidne pripféVe za lodenje (apr. centrifuge, filtre,
opremo za -ultrafiltriranje, hidrociklone, zgo3evalnike, sita
ali mreZe ali preproste dekantatorje).

U¢inkovitost lodenja je definirana kot razmerje
- med absolutnim deleZem go3le v trdni fazi in absolutnim deleZem
go3Ce V reakcijski zmesi.

Dobljene tekole ali trdne faze lahko obdelamo
Se dalje, npr.koncentriramo, posu¥imo ali solventno ekstrahiramo,
da odstranimo dolofene sestavine, kot masdobo ali olje, fermen-
tiramo za proizvodnjo biomase, alkohola ali drugih produktov
(encimov, antibiotikov ali drugih dragocenih sestavin).

Dobljene produkte lahko tudi vradamo v ponovno

obdelavo po shemi postopka.
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Tehnolo8ka shema 3t. 3

Substrat

: i

a A‘; Predhodne obdelave h}
a >
n
by > s ( = 0 - 100%)
b .. | Homogenizacija , quom -
Lo > :
b 4
n.
Pripravek
S5PS-aze. )
C.. . . .
] > . (Navesti reakcijske pogoje)
- > | Reakeci ja
‘e -
n -

l

Homogenizacija (kot zgoray),

l

Lodenje (OZLQE = 0 - 100%)

Tekoéina Trdna snov

Nadaljnje obdelave (glej tekst)
ali ponovna uporaba kot substrat
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V nadal jevanju podajamo nekaj primerov uporab
pripravkov SPS-aze in pregled teh uporab Jje razviden iz sle-
deCega seznama.

V priloZeni tabeli I so navedene tudi dolo-

dene znadilnosti v zvezi s tehnoloZko shemo 3t. 3.
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Seznam s primeri prikazanih uporab pripravkov SPS-aze

Vrsta pripravka 'Referenca
SPS-~aze gt.
Pripravek SPS-aze, 1 Ekstrekeija 3kroba iz koru-
ki je v bistvu brez ze, p3enice in krompirja
ene ali vel nezaZe- A 2 Ekstrakeija lipidov iz rast-
lenih encimskih linskega materiala
aktivnosti A 3 Ekstrakeija eteriénih ol
iz rastlingkih materialov
A 4 Ekstrakecija naravnih barvil
1z rastlinskega materiala
A 5 Ekstrakc%ga kgyéuka iz grma
ule (Parthenium argenta-
By i
Popolno uteko- Ba 1 Proizvodnja mleénega nado-
éinjenje ali mestka za domale Zivali
Nemo- podobna obde- Ba 2 Proizvodnja surovin, ki vse-
aifie lava bujejo saharificiran gkrob
cipani Ba 3 Popolno utekolinjenje hrusk
T in drugega sadja
Pravki Ba 4 | Proizvodnja soka z obdelavo
gPB-aze sadja in sodivja
Ba 5 Obdelava v zvezi z ekstrakcij
ali stiskanjem sladkornega
trsa ali sladkorne pese
Ba © Proizvodnja sojinega mleka
Ba 7 Obdelava za povelanje koli-
¢ine topnih snovi v kavi,
ki se dajo pridobiti
Predelovalni Bb 1 Prepredenje in/ali razgrad-
pripomolki nja jsboldne motnosti
Bb 2 Uporaba kot bistrilno sred-
stvo za belo vino
Bb 3 Proizvodnja ISSPH ali drugil
rastlinskih proteinskih hi-
drolizatov
Bb 4 Encim za Zontanje v pivo-
varniitvu
Bb Encimski dodatek za uporabo
med fermentacijo in/ali
skladi¥Cenjem piva
Bb 6 Bredstvo za lu3denje

mandl jev
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nadal jevanje

Druge uporabe Bc 1 Razgradnja razlicnih odpadnih

materialov

Bc 2 Saharifikacija in istolasna fermen-
tacija

Be 3 Razgradnja celuloze

Bc 4 Uporaba kot pripomocCek pri peki

Be 5 Izboljdanje dobitka alkohola in

a dobitka biomase med fermentacijo
sulfitne luZnice iz proizvodnje
papirja

Bec 6 Odstranjevanje vode iz bioloskih

mul jastih produktov
Be 7 Pripomodek za giliranje
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A 1. Ekstrakeija Zkroba iz koruze, pSenice in krompirja

Ekgstrakeijo Skroba iz koruze, pSenice, krompirja

in drugih rastlin, ki vsebujejo Skrob, izvedemo z enim ali z vec

izmed slededih ukrepov: namakanje, mokro mletje in loCenje. Uporaba

pripravka SPS-aze, ki je v bistvu brez amilolitske aktivnosti, bo

zagotovila sledele prednosti, pri Cemer uporabljamo kot primer

koruzo:

1.

5.

Sproddanje 3kroba bo olajSano med krajiim
namskalnim éagom.

Porabo vode lahko zmanj3amo.

Sproscanje koruznih klidkov bo olajSano
brez spro3danja olja koruznih klickov.
Protein lahko dobimo z veljo ¢istoto.

Ponovno pridobivanje koruzne namakalne

vode bo olaj3ano.

A 2, Ekstrakcija lipidov iz rastlinskega materiala

’

Ker so lipidi v rastlinskem materialu zaprti

v notranjosti celic in obifajno vezani na proteine, lahko ekstra-

hiramo lipide v vodni fazi 2z obdelavo s pripravkom SPS-aze, ki je

v bistvu brez lipaz. Tako obidajno izoliramo olje koruznih kliékov

z ekstrakeijo posuSenih koruznih klickov s heksanom. Vendar pa je

operacija sulenja nepotrebna, e obdelamo mokre koruzne klicke s

pripravkom SPS-aze zgoraj navedene vrste. Podobno lahko izbolj$amo
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ekstrakeijo olivnega olja v vodni fazi, Ce je encim, ki ga upo-
rabljamo za encimsko obdelavo, pripravek SPS-aze zgoraj navedene
vrgte, glej npr. Food, Pharmaceutical and Bioengineering, No. 172,
vol. 74, str. 93 - 94. Na podoben nafin lahko izboljSamo tudi vodne

ekgtrakeije npr. sojinega olja, repidnega olja in sonénidnega olja.

A 3, Ekstrakcija eterifnih olj iz rastlinskih materialov

Ce ekstrahiramo rastlinske materiale, ki vsebujejo
eteridna olja, z vodno raztopino pripravka SPS-aze, ki je v bistvu
brez encimske aktivnosti, sposobne, da razgradi ali drugale spreme-
ni eterilna olja, bomo pridobili etericna olja z velikimi dobitki

ob zZelo majhnih strodkih.

A 4, Ekstreakcija naravnih barvil iz rastlinskega materiala

Ce obdelamo rastlinske materiale, ki vsebujejo
barvila, npr. peso, ki vsebuje rdede barvilo betanin, ali barvilo
v brusnicah, s priravkom SP8-aze, ki je Vv bistvu brez encimgkih
aktivnosti, sposobnih, da razgrade ali drugede spremene barvila,

bomo pridobili barvila z velikimi dobitki in ob zelo majhnih strofkih.

A 5. Ekstrakcija kavéuka iz grma guayule

Drugi primer Substrata za pripravek SPS-aze, ki
je Vv bistvu brez encimske aktivmnosti, sposobne, da razkroji naravni
kaviuk, Jje material iz celicnih sten v koreninah in vejah grma

guayule.
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Ba 1. Proizvodnja mlelnega nadomestka za domale Zivali,
prednogtno mlednega nadomestka za teleta

S popolnim utekolinjenjem soje, soncnicnega
semena, bombaZevievega semena, boba ali graha v vodnem mediju
lahko proizvedemo mledni nadomestek za teleta, ki je topen v mrzli

vodi pri pH vrednosti okoli 4,5. Pri uporabi surovin, ki vsebujejo
8krob, kot boba ali graha, je treba izvesti utekolinjenje Zkroba
s pomoCjo c-smilaze pred, po ali istolasno z obdelavo z SPS-azo,
ki konCno swvlubilizira ne3krobne polisaharide, ki so prisotni kot
ogrodni material v celilnih stenah. NiZe je prikazan podroben pri-
mer ob uporabi boba, kar pa se tile soje, se sklicujemo na tabelo I.
Predhodna obdelava te soje Je lahko prednostno kuhanje v parnem

ejektorju, kar izboljSa solubilizacijo preostanka.

FRIMER Ba 1.1

15 kg bobove moke (Farine de Feves firme GRANDES
MINOTERIES A FEVES DE FRANCE, Pariz) smo suspendirali v 35 1 vode.
Dodali smo 75 g Termamyla 60 L in 18 g CaClz. Suspenzijo smo ob upo-
rabi posode s parnim plaiem med meSanjem segreli na 95 °C, Suspen~
zijo smo nato obdelovali pri tej temperaturi 60 minut. Nato smo
pH uravnali na pH 4,5 in produkt ohladili na 50 °C. 300 g pripravka

SPS-aze KRF 68 smo solubilizirali v 1 1 vode in dodali. Presnovo smo
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izvajali 440 minut. Ce vkljidimo 1Q g Fungamyla 800 L, se bo Skrobna
frakcija pretvorila v glavnem v disaharid (maltozo). Nato smo reak-
cijsko zmes pasterizirali 2 minuti pri 90 °C. Alikvotni del pro-
dukta smo nato liofilizirali in uporabili za teste stabilnosti.
Vzorec smo nato solubilizirali pri 10 % suhe snovi in raztopino
produlkta smo lahko obdrzali stabilno brez sedimentacije ved dni.
Staljeno ma%fobo ali olje lahko zlahka emulgi-

ramo Vv produkt, s éimer dobimo kondni sestavek, ki je zelo podoben
kravjem mleku. Tudi emulzijo, ki vsebuje 3,5 % olja (sojinega
olja),lahko zlahka obdrZimo stabilno brez sedimentaije ved dni.

PRIMER Ba 1.2

Sojino moko (Sojamel 13) smo kuhali v parnem
 gjektorju pri 150 °C 25 sekund, kot je opisano v primeru 8. V
parnem 3éjektor§u skuhano sojino moko smo razpr$ilno posulili in

uporabili za nadaljnja preuCevanja, opisana v nadaljevanju.

A
50 g v parnem eJektorju kuhane sojine moke

smo zmeSali s 450 g vode in g 4,1 ml 6 N HCL uravnali pH na 4,5.

Zmes smo nato segrevali v vodni kopeli na 45 °C in k segrevani

zmesi dodali 0,250 g pripravka 8PS-aze KRF-68, nato pa presnavljali

med meSanjem 5 ur. Nato smo zmes toplotno obdelovali 2 minuti pri

80 °C, da smo inaktivirali encim. 100 ml vzorec smo centrifugirali

pri sobni temperaturi 15 minut pri 3000 x g (g = teZnost). Superna-
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tant smo ionsko izmenjali in anal‘.izirali s HPIC sestavo ogljikovih
hidratov. Supernatant smo analizirali tudi na N po Kjeldahlu in
suho snov in izradunali indeks topnosti du¥ika (NSI) in indeks
topnosti suhe snovi (DSI), glej rezultate v tabeli Ba I. 100 ml
reakeijske zmesi, ohlajene na 20 °C, smo 2zlili v 100 ml merilni
valj in vzdrZevali pri 4 °C 2 dni. Stabilnost disperzije (%) smo
izmerili tako, da smo odditali volumen dobljenih disperzij (ta-
bela Ba II)po 1 in 2 dneh.

K 200 ml reakcijske zmesi (pri 20 °C) smo dodali
8 g sojinega olja. Emulzijo smo pripravili z 2 minutnim meSanjem
v Waring Brenderju. Stabilnost emulzije (%) smo izmerili kot zgoraj

po 1 in 2 dneh.

B_
Presnovo smo izvedli kot zgoraj, le da smo

v tem primeru uporabili 1,00 g pripravka SPS-aze. Izvedli smo

enake vrste a.na]:.z;_n neritev stabilnosti, kot Jje opisano v po-

glavju A, Rezﬁltati 8o prikazani v tabelah Ba I in Ba II.
Iz kemijske analize supernatantov je raz-

vidno, da so vrednosti za NSI (%) in DSI (%), dobljene pri poskusu

B, vedje kot pri poskusu A. Vendar pa kaZejo testiistabilnosti,iz-

vedeni 2 reakcijskimi zmesmi, boljSo vrednost za vzorce A. Vzrok

za to je verjetno veCja dolZina peptidne verige proteinov v reakcijski

zmesi 2z majhno dozo encima.
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Iz gestave oglJjikovih hidratov, izmerjene s
HFIC, je razvidno, da nastanejo v glavnem mono-~ in disaharidi.
Torej so oligosaharidi, za katere Jje znano, da so odgovorni za
drisko in napenjanje, ¢e jih dajemo teletom Vv prevelikih kolidinah,

prisotni le v majhnih kolidinah.
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Tabela Ba I _Kemijske lagtnosti supernatanta

Doza encima
s] 3 -
Poskusi g%ggg na sub-inst. % ¥ | pST, % *¥ | Rezultati HPLC
% m/m (Rri pH = | (pri pH = (sestava nevtralnih
»5) ' sladkor jev)
E/S = 0,5%| 39,9 62,4 | DPq ¥ DBp i 79,7 %
A DP; s 74 %
DB, : 12,2 %
J DB, 8,1 %
+
L Em-20%| 57,0 67,1 DRy + DP, : 84,4 %
DPy 6,1 %
DP4 : 3,7 %
DE,, 5,7 %
® NSI =indeks topnosti dudika
¥ D3I - indeks topnosti suhe snovi
Tabela Ba IT  Preizkusi stabilnosti reskcijskibh zmesi
Poskusi le)lgzalgggi- Testi gtabilnosti:
na gub— Brez olja Z oljem
strat Disperzija| Disperzija Emulzija | Emulzija
% m/m 1. dan 2. dan 1. dan 2. dan
A E/S =0,5% 80 % 63 % 100 % 87 %
B E/S =2,04 66 % 35 % 85 % 71 %
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Ba 2. Proizvodnja saharificiranega Skroba iz surovin,
ki vsebujejo Zkrob

V zvezi g saharifikacijo menioka in gladkega
krompirgd in drugih rastlingkih materialov, ki vsebujejo Zkrob,
Jée dodatek pripravka SPS-aze sposoben refiti probleme vis-
koznosti. 2 uporabe.priprawka SPS-aze lahko pripravimo sus-
penzije Skroba z deleZem suhe snovi 25 do 30 %, po saharifi-
kaciji pa lahko Zonto fermentiramo, s &imer lahko dobimo cenen

etanol.

PRIMER Ba 2.1

Na osnovi svezega in nastrganega sladkega krompirja
(jeponskega) smo izdelali Yonto z deleZem sube snovi 24 %.
Ugotovili smo, da vsebuje suha snov 3iadkega krompirja okoli
70 %-ni deleZ Skroba. Predutekoéinjenje s pomoéjo bakterijske
amilaze iz Termamyla<:) 60 L v dozi 0,5 kg/na tomo $kroba smo
izvedli tako, da smo ¥onto segreli na 90°Cf Zonto smo nato
vzdrfevali pri 90°C 30 minut. Nato smo izmerili viskoznost
421 reakci jske zmesi s pomodjo vretena po HAAKEJU pri 90°C.

Na smo reakcijsko zmes ohladili na 55°C in pH uravmal:
22 N H,80, na pH 5,0. Nato smo z dodatkom gluko-amilaze san 4
(blagovna znamka firme.~  NOVO INDUSTRI A/S) v dozi 1,75 litra/ton
8kroba sproZili saharifikacijo. Ssharifikacijsko zmes smo nato

razdelili na tri dele A, B in C, ki smo jih pred merjenjem
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viskoznosti obdelovali 15 minut z encimom, kot Jje prikazano

spodaj:
A%: Ta del je kontrola, izmerili smo viskoznost
’722, glej tabelo Ba III.
B: Dodali smo celulazo Tricoderma viride iz
Celluclasta® 200 N v dozi 1 kg/tono suhe snovi
sladkega krompirJja. Izmerili smo viskoznost /Z 31
glej tabelo Ba III.
C: Dodali smo pripravek SPS-aze KRF-68 v dozi 0,25
kg/tono suhe snovi sladkega krompirja. Izmerili
smo viskoznost % ,, glej tabelo Ba III.
Tabela Ba III: Viskoznosti
. 3 Viskozpost - Viskoznost
Reakci jska zmes pri 9080 ; -pri;r5580
Predutekolinjeni =» _ -1 P -1
oladii knompie 04 = 7,70 x 107 'Pa.s M, = 21,90 x 107! Pa.s
A - My = 21,9 x 1077 Pa.s
B - mz = 19,70 x 10~ Pa.s
c - M, = 9,50 x 107" Pa.s

Lahko torej vidimo, da lahko viskoznost reakcijske
zmesi ulinkovito zmanj¥amo z majhno dozo SPS-aze v primerjavi

s Celluclastom® in SAN 150.
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Ba 3. Popolno utekolinjenje hrudk in drugega sadja

Ce cele hrudke, ki so zdrobljene mehansko, nato ob-
delamo s pripravkom SPS-aze, pride do popolnega utekodinjenja,
in po odstranjenju manj¥ih koliéin trdnih snovi nastane bisgter
hruskov sok. Podobno metodo lahko uporabimo v zvezi z drugim

podobnim sadjem, npr. Jjabolki.

PRIMER Ba 3.1

SveZa jabolka smo grobo zmleli s pomodjo mlina Bucher
Central. Jaboléno brozgo smo nato pasterizirali v posodi z
grelnim pla¥dem 5 minut pri 90°C in nato ohladili na tempera-
turo okolice. Predhodno zbrozgana Jjabolka smo nato mleli v
mlinu Fryma s korundnimi elementi, dokler brozga ni bila glad-
ka na otip. Brozgo smo nato ponovno pasterizirali pri 80°C 10
minut in ohladili na 50°C.

Encimske presnove smo sedaj izvajali pri 50°C 30 minut,
pri Cemer smo istodasno vrEili meSanje in merjenje viskoznosti
s Contraves Rheomatom 15 (v primerjavi z odstotnim od&itkom
na Rheometru pri hitrosti 13). Po kondanih encimskih presnovah
smo odvzeli 100 g vzorce in jih centrifugirali v graduirani
gpruveti pri 3000 x g 15 minut. Tako smo izmerili odstotek soka
in odstotek usedline. Izmerili smo tudi pH in odstotek refrak-
tometridne suhe snovi kot °Brixam. Tabela Ba IV ka¥e primerjavo
med uéinkom SPS-aze, kombinacije Celluclasta in SPS-aze in kom-
binacije Celluclasta in Pectinexa. Uporabljali smo pripravek

SPS~aze ERF-68.
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Tabela Ba IV Rezultati poskusov popolnega utekolinjenia

z jaboldno brozgo pri 50°C 30 minut

® Kondna |q o
SpS-8z8 Cellzuocolalst Pectinex®3x Vigkoz- j:ntmmglran{ Sok
g/hl hrozt g/l broZEe g/hl bregge no;t
0 .
ge % ﬁﬁk&% usedlit pn| ®Brix
ne
0 0 0 100 59 41 3,8 9,7
25 0 0 19 81 19 |345] 10,5
50 0 "0 15 79 21 3,5( 10,7
4.8 83 17 3,5 10,8
DY ] 9
>0 >0 0 3,8 83 17 |3,1] 12,5
0 50 200 9,5 83 17 13,2 12,9
0 50 2000 4,0 82 18 3,1] 13,2
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Ba 4. Proizvodnja soka z obdelavo sadja in sodivja

Ugotovili smo, da so pripravki SPS-aze zelo primerni
za proizvodnjo soka z obdelavo raznega sadja, jagodidja in
soéivja, npr. korenja, graha, paradiZnika, jabolk, hru¥k,
érnega ribeza, fiZola in zelja. S tem doseZemo v primerjavi
8 triZno doseéljivimi pripravki prektinaze in celulaze boljsi
dobitek soka in bolj3o ekstrakcijo barvilnih in aromatidnih

sestavin.

PRIMER Ba 4.1

Sklicujemo se na primer Ba 3.1, kjer smo pripravek
SPS~-aze primerjali s triZno dosegljivima obidajnima produktoma
celulaze oz. pektinaze Celluclastom® 200 L in Pectinexom® 23X,
Iz tabele je razvidno, da se da dobitek soka rahlo izboljati
Ze samo s 50 g/hl SPS-aze v primerjavi z 2000 g/hl Pectinexa® ’
obakrat v kombinaciji s 50 g/hl Celluclasta® o Tudi viskoznost
je bila malce niZja. Tako se zdi, da je SPS-aza okoli 40-krat

uéinkovitejSa kot Pectinex.

Ba 5. Obdelava v zvezi z ekstrakcijo ali stiskanjem

sladkornega trsa ali sladkorne pese

Ugotovili smo, da se da dobitek, ki se nana¥a na
preproste ekstrakcijske procese, izboljSati, Ce uporabimo pri-

pravek SPFS-aze za obdelavo sladkornega trsa ali sladkorne pese
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pred in/ali med njuno ekstrakcijo ali stiskanjem. Tudi preos-—
tanek (bagaso) lahko obdelamo s pripravkom SPS-aze, s Simer
se delno pretvori v fermentativme sladkorje, ki jih lahko

uporabimo kot surovino za etanolno fermentacijo.

PRIMER Ba 5.1

10 kg preostanka sladkorne pese (pulpe),dobljenega
iz kontinuirne protitodne &strakcije v DDS-difuzerju v Nakskov
Sugar Factory smo zmleli dvakrat v mlinu Fryma (tip MZ-110).
Med operacijo mletja smo dodali procesno vodo.

Porcije po 300 g pulpe smo sedaj encimsko obdelovali
pri 45°C 18 ur s pomodjo doz encima, prikazanih v tabeli Ba V.
Suhi encimski produkt (EKRF-68) smo dodali k pulpi, ki smo jo
mefali v teku prve ure s paldko. Nato smo pulpo utekodinili
do take mere, da smo nato lahko med preostalim dasom uporab-
1jali magnetno meZanje. Ob koncu presnove smoizmerili pH
(med zaletkom presnove nismo korigirali pH) in reakcijsko zmes
centrifugirali, dokler nismo dobili bistrega supernatanta.

V reakeijskih zmeseh in v supernatantih smo izvedli dolo&itev
suhe snovi. Na osnovi teh rezultatov smo izradunali procente
solubilizirane suhe gnovi. Pri vseh radunih smo izvr$ili ko~
rekture za topno suho snov encimskega produkta.

Supernatante 5t. 2, 3 in 4 smo ionsko izmenjali in

s HPLC analizirali sestavo ogljikovih hidratov.
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Tabela Ba V Rezultati,dobljeni z encimskim utekodinjenjem

pulpe sladkorne pese

——

Poskus Dgggma Konéne meritve
gt. glede Reakcijska zmes quernatanti
§§o$“h° pH % suhe % suhe % solubilizira-
E/S % (kondéni) snovi snovi ne suhe®snovi
1 Y 5,5 4,18 0,0 0,0
2 0,35 3,6 3,85 2,58 66,9
3 0,56 3,5 3,81 2,56 66,2
4 1,02 3,5 3,86 2,73 70,4
5 1,58 343 34,17 2,34 73,4
6 3,10 3,4 3,23 2,49 76 4
7 7,52 3,4 2,66 2,18 80,5

Regkei jski pogoji: M
S

300 g
4,18 % suhe snovi

E/S kot prikazano zgoraj
pH nismo uravnali

T = 459

18 ur

t
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Tabela Ba VI Podatki HPLC

Poskus 3t.

Vrsta sladkorja
| 2 3 4
(nevtralen)
% nevtralnih sladkorjev

Visoko molekulski

(DP4+) 43,6 31,9 25,3
Disaharidi 4,6 4,8 -

Glukoza 20,4 23,7 27,8
Galaktoza 5,0 5,9 743
Fruktoza/arabinoza 26,4 32,2 33,2
Galakturonska kislina nismo merili

Vse sladkorje, ki nastanejo v skladu z gornjo tabelo
Ba VI, lahko fermentiramo v alkohol ali uporabimo za drouge

namene.

Ba 6. Proizvodnja sojinega mleka

Sojino mleko se da zlahka proizvesti s popolnim
utekoCinjenjem mlete soje in temu slededo homogenizacijo na-
stale zmesi. Sojino mleko proizvajajo pogosto z namakanjem
soje V vreli vodi, mletjem namolenega zrnja in ekstrakeijo z

vodo, ki ji sledi lodenje netopnih ostankov, npr. proteinov
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in polisaharidov. Da bi izbolj$ali dobitek sojinega mleka,

lahko te netopne ostanke utekodinimo s presnovo z SPS-azo.

Primer Ba 6.1

Postopek za sojino mleko ponazarja slededa serija
encimskih presnov, pri demer prikazujejo raduni za indeks
topnosti proteina (PSI, %) in indeks topnosti suhe snovi
(DSI, %) dobitke, doseZene po lodenju pri pH = 7 (glej ta-
belo Ba VII). Encimgke presnove smo izvedli pri slededih
pogogdih:

Substrat: Polnomastna sojina moka (Dansk Sojakagefabri:

A/8)
lMasa reakcijske zmesi: 220 g

Maga substrata: 20 g
Temperatura: 50 °C
pH: 4,5 (6 N HC1)
Reakcijski das: Serija A : 1 uro
- - Serija B: 0,5 - 6 ur
Encim: S8PS-aza (KRF-68)
Doza encima: Serija A: razmerje E/S (m/m):
0 - 8,0%

Serija B: razmerje E/S (m/m):
1,0 %
Po presnovi smo uravnali pH s pomodjo 4 N NaOH na
pH = 7 in izvedli lodenje s 15 minutnim centrifugiranjem pri

3000 x g.
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Ba 7. Obdelava za povelanje koliline topnih snovi v kavi,

ki se dajo pridobiti.

Ugotovili smo, da ima obdelava kavnih zrn v razlig-
nih stopnjah proizvodnje kave za trenutno pripravo (instant
coffee) za posledico povelan dobitek topnih snovi v kavi.
Tako lahko npr. izrabljeno kavno usedlino ali zelena zrna

encimsko obdelamo z ugodnimi rezultati.
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Bb 1. Prepredenje in/ali razgradnja jabollne ali hruskove

motnosti

Po proizvodnji jabollénega soka ali hrusSkovega svka
in drugih sadnih sokov, ki morajo biti bistri in ki so bili,
da bi prepredili nastanek motnosti, predhodno obdelani s kon-
vencionalnimi pripravki pektinaze in celulaze, se lahko po-
javi jaboléna motnost ali podobne sadne motnosti. Ugotovili
smo, da so pripravki SPS-aze zelo primerni za razgradnjo takih
motnosti, ki sestoje v glavmnem iz arabana, Vvezanega na pro-

teine.

Primer Bb 1

Ugotovili smo, da Jje koncentrat hruskovega soka,
proizveden z utekolinjenjem odpadkov iz konserviranja hrusk
ob uporabi Celluclasta® in Pectinexa® , postal pri stanju
moten. Motnost smo izolirali in hidrolizirali 24 ur z 0,01 N
HESO4 in analizirali g HPLC. Kromatogram Jje pokazal arabino-
zo in majhne koliline oligosaharidov.

Ugotovili smo, da se je s 3-urnim inkubiranjem
0,5 % m/v tega ogljikovega hidrata v 1 mll acetatnem puferju
pri pH 4,5 pri 40 °C z SPS-azo (KRF-68 + KRF-92 1:1) s kon-
centracijo encima 0,05 % m/v pretvorilo 84 % prvotnega ogljiko-
vega hidrata motnosti (suha snov) v arabinozo.

Tudi razreddeni hru¥kov koncentrat (20 © Brix) smo
obdelovali 2 uri pri 40 °C z encimsko dozo 0,15 % m/v zgoraj

®

navedene SPS-aze ali s trZnim produktom, imenovanim Clarex ~,
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v dozi 1 % m/v. Ugotovili smq, da je bila SPS-aza sposobna
zmanjSati relativno povr3ino HFLC arabanu podobne
motnosti za 86 %, medtem ko Je znafalo ustrezno zmanjSanje
s Clarexom ®(kj. gmo ga uporabili v mnogo vedji dozi kot

pripravek SPS-aze) samo 78 %.

Bb 2. Uporaba kot bistrilno sredstvo za belo vino

Ugotovili smo, da se da bela vina, ki kaZejo zelo
nezafeleno motnost, udinkovito zbistriti s pomoéjo SPS-aze;
pokazalo se je, da sestoji motni material v glavnem iz arabi-
nogalaktanov, ki so vezani za hidroksiprolinske ostanke struk-

turnega proteina celidnih sten.

Bb 3. Proizvodnja ISSFH ali drugih rastlinskih proteinskih
hidrolizatov
Pred lodenjem ISSPH (izoelektridno topni soJjin
proteinski hidrolizat) ali drugih rastlinskih proteinskih
hidrolizatov od gosde, kot je opisano v patentu ZDA 3t.
4 100 024 ali v Process Biochemistry, vol. 14, No. 7 (1979),
strani 6 do 8 in 10 do 11, lahko reakcijsko zmes obdelamo

s pripravkom SPS-aze. S tem doseZemo laZje lodenje.

Bb 4. Encim za Zontanje v pivovarnidtwvu
Pri proizvodnji piva vplivajo ogljikovi hidrati v
surovinsh, npr. PB-glukani v sladu in jedmenu, na viskoznost
in filtrabilnost jedémenovke. Dodatek SPS-aze med Zontanjem
bo zmanjSal viskoznost jelmenovke in izboljSal filtrabilnost
in dobitek ekstrakta. Razen tega bo dodatek SPS-aze med Zontanje:

povedal fermentativmost jedmenovke in deleZz du3ika v jedmenovki.
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Primer Bb 4.1

\

V laboratoriju smo Zontali 50 g mletega zdroba, ki
sestoji iz 50 % slada in 50 % jedmena, skupaj z 275 g vode
(15 % suhe snovi) v skladu s slededim diagramom Zontanja:

52 °C (60 minut)/63% °C (60 minut)/76 °C (30 minut).

Da bi dokazali udinek SPS-aze, smo izvedli 4 teste,

glej spodaj navedeno tabelo, pri Cemer smo encime dodali

med Yontanjem (pH Zonte 5,5 do 6,0).
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Encim Nig Cereflo SPS-aza (KRF 68)

Aktivnost 0 200 BGU 1630 FBG 1630 FBG
beta-gluka-
naze/g

Doza enci- O 1,5 g 0,05 g 0,18 g
ma na kg
zdroba

Celotna 0 300 BGU 80 FBG 300 FBG
doza enot

encimske

ektivnosti

na kg zdroba

Hitrost fil= 120 m1 135 ml 160 ml 170 ml
tracije jed-
menovke po

10 minutah .

Vigkoznost 1,25,1070 1,36.10™2  1,36.10™> 1,30.,10"2
jeémenovke Pa.s. Pa.s. Pa.s. Pa.s.

10° Balling

(25 °C)

BGU so enote beta-glukanaze, dolodene v skladu z
analitsko metodo AF 70/4-GB, ki se da dobiti pri NOVO
Industri A/S.

FBG so enote fungalne beta-glukanaze, dolodene Vv
skladu z analitsko metodo AF 70.1/2-GB, ki se da dobiti pri
NOVO Industri A/S.

Edina razlika med BGU in FBG je pH, pri katerem
izvedeno encimsko dolocitev: pH 7,5 za BGU in pH 5,0 za FBG.

Cereflo je pripravek bakterijske beta-glukanaze,
opisan v informativnem prospektu B 214b-GB 1500, julij, ki se
ga da dobiti pri NOVO Industri A/S.
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Primer Bb 4.2

V laboratorigju smo\éontali 50 g mletega zdroba,
ki sestoji iz 40 % slada in 60 % jedmena, skupaj s 150 g
vode (25 % suhe snovi) v skladu s slededim diagramom Zon-
tanja: 45 °C (60 minut)/63 °C (90 minut)/75 °C (15 minut).
Da bi dokazali ulinek SPS-aze, smo izvedli tri teste, glej
spodaj navedeno tabelo, pri ¢emer smo encime dodali med

Zontanjem (pH Zonte 5,5 do 6,0).

Encim Nig Ceremix SPS-aza (KRF 68 ) +
Ceremix, dodano kot
Vv_pre:ijsnjem testu

Aktivnost beta- = 200 BGU 1630 FBG
glukanaze/g

Doza encima - 1,65 g 0,033 g

na kg zdroba

Celotna doza 0 330 BGU 50 FBG

enot encimske
aktivnosti na
kg zdroba

Hitrost fil- 48 ml 98 nml 111 ml
tracije JjeCme=

novke po 30

minutah

Ekstrakt, 18,6 19,0 19,5
OBalling

Viskoznost -3 -3 =3
Jjeémenovke 1,72.10 1,37 .10 1,27 .10

10° Balling Pa.S. Pa.s. Pa.s.
(25 °¢c)

Definicija BGU in FBG Jje navedena v primeru Bb 4.1,
V zadnjem stolpcu gornje tabele sta navedeni samo aktivnost

in doza, ki izvirata iz SPS-aze.
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Ceremix je pripravek bakterijske beta-glukanaze,
opisan v informativnem prospektu B 216 b-GB 1000, Feb. 1982,
ki se ga da dobiti pri NOVO Industri A/S.

Bb 5. Encimski dodatek za uporabo med fermentacijo in/ali
skladiSCenjen piva
SPS~azo lahko dodamo med fermentacijo Jjedmenovke
ali skladisScenjem piva, da zmanjSsmo deleZ B-glukanov in
s tem izboljSamo filtracijo piva in obstojnost piva glede mot-
nosti. SPS-aza bo imela ulinek tudi na proteine, ki so od-

govorni za motnost pri ohladitvi.

Bb 6. Sredstvo za luSdenje mandljev

Med stopnjo mehanskega lu$éenja mandljev, ki sledi
blansiranju mandljev, se doloden odstotek mandljevih lu%din
ne odlu¥éi. Ugotovili smo, da ima encimska obdelava mandljev

za posledico zmanjSanje zgora] omenjenega odstotkae.

Be 1. Razgradnja razliénih odpadnih materialov

V zvezi z doloCenimi proizvodnimi procesi se tvo-
rijo velike koliéine odpadnih materialov, ki vsebujejo ogljikove
hidrate. Tako je npr. v zvezi s proizvodnjo sojinega izolata
z ekstrakeijo z vodo in obarjanjem s kislino, sojinim mlekom
in tofu-jem (posebna vrsta japonskega sira). V tej zvezi
lahko omenimo tudi odpadne pulpe npr. jabolk, hru§k ali

citrusov. Ugotovili smo, da je pripravek SPS-aze sposoben, da
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popolnoma utekodini ta odpadni material, ki vsebuje ogljikove
hidrate, in da proizvede fermentativme sladkorje, ki Jjih lahko

uporabimo kot izhodni material za etanolno fermentacigjo.

Primer Bc 1.1

Pri tradicionalni proizvodnji sojinega mleka ali
tofu~ja pogosto namakajo sojo v vreli vodi, jo zmeljejo in
ekstrahirajo z vrodo vodo, nakar izvedejo lolenje. Ostanek
iz tega lolenja je material, ki ga uporabljamo za ta poskus.
Tekoda faza je sojino mleko, ki ga lahko dalje obdelamo, da
dobimo tofu.

10 kg celih sojinih zrn, dobljenih od Aarhus
Oliefabrik A/S, smo mleli istolasno s 70 1 vrele vode v mlinu
Fryma, tip MZ 110. Zmleto go%8o smo nato vzdrzevali 15 minut
nad 85 °C, da smo inaktivirali naravne sojine encime, ki raz-
vijajo znano slabo aromo soje. 5 1 te sojine golle smo nato
centrifugirali v laboratoriju 15 minut pri 3000 x g (g = tei-
nost). Z analizo smo ugotovili, da Je preostanek vseboval
20,45 % in 20,06 % suhe snovi (dvakratno dolodevanje, izra-
dunano povpredje 20,26 %). Podasi smo dodali 6 N HC1 in jo
z lopatico vdelali v preostanek,dokler pH - meter ni pokazal
4,50, 8e smo vtaknili elektrodo direktno v maso.

Encimske presnove smo izvedli na 2 x 200 g mase
z dvema dozama SPS-aze (KRF-68) E/S = 0,5 % glede na suho
snov oz. E/S = 3,0 % glede na suho snov,v 500 ml éaZi pri
50 °C, Masi smo dodali suhi encim. V teku prvih 1 do 2 ur
smo izvajali meSanje z lopatico, nato pa je bila masa uteko-

injena do take mere, da smo nato lahko uspeSno izvajali me-

$anje z magnetom. Celotni reakcijski ¢as je bil 21 ur.
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Med reakcijo smo merili osmolalnost z osmometrom (Advanced
Digimatic 3DII, firme Advanced Instruments Inc.). Rezultati
v tabeli Bel kaZejo potek presnove. Na koncu poskusa smo
zmesi centrifugirali 15 minut pri 3000 x g. Na povr3ini
supernatanta se Jje pojavil sloj olja in njegov volumen smo
dolo¢ili. Kot sloj na dnu se je pojavil rahel sloj goZle.
Supernatant smo vkljuéno z oljem odstranili s pipeto. Olje
smo S homogeniziranjem zdruZili z bistro vodno fazo in od~-
vzeli vzorec za doloCevanje suhe snovi. Rezultati, prikazani
v tabeli Bc I, jasno dokazujejo, da se da z encimsko pre-
snovo ta odpadni produkt utekoliniti in da lahko proizve-
demo surovo olje, kot smo omenili v poglavju A 4. Pé pri-
dobivanju olja lahko solubilizirani preostanek uporabimo na
razliéne nadine, npr. za fermentacijo v dragocene spoJjine
ali za koncentriranje in suSenje in temu sledelo uporabo kot
krmo ali prehranski produkt ali pa po dodatnem &iSdenju za
proizvodnjo dragocenih produktov.
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Tabela Bc I. Rezultati,dobljeni med utekolinjenjem sojinega
mleka in tofu-go3le

Reakeijski pogoji
in rezultati Poskus A | Poskus B
Masa preostanka 200 g 200 g
Maga SPS-aze
(RRF-68) 0,20 g 1,20 g
Temperatura 50 °¢ 50 °C
pH 4,50 4,50
Reakeijski Cas 21 ur 21 ur
osmo- Nos- t 0Smo- A os-
Rezultati, izmerjeni t lalnost | mola- min. | lalnost | mola:
na osmometru v teku; min. mOsm lnosti mOsm nost;
presnove mOsm . mOsm
0 287 0 0 282 | o
10 313 26 10 268 86
Aosmolalnosti - - - 25 497 215
je vrednost, kori- | 40 3291 104 45 601 319
girana za osmolal- | 95 501 214 95 718 436
nost zmesi pri 250 634 47 250 875 593
t = 4260 907 620 1260 1145 863
Reakei jska zmes:
Suha snov 20,3 % 20,7 %
Supernatant:
Sugz snov 18,0 % 19,4 %
Supernatant:
DeleZ olja 8 =10 % 8 - 10 %
Radunski %
gsolubilizirane
suhe snovi 88,6 % 93,5 %
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Bec 2. Saharifikacija in istolasna fermentacija
Rastlinske materiaie, ki vsebujedo -ogljikove

hidrate, npr. gomoljnice kot lasko repo, krompir, sladki

krompir, manjok ali pulpo takih gomoljnic, t.Jj. material,

ki preostane po odstranjenju ekstrahiranih sestavin, lahko

saharificiramo z obdelavo s pripravkom SPS-aze, in istodasno

lahko nastale fermentativme saharide fermentiramo v etanol.

Primer Bc 2.1

V laboratorijskem merilu smo preudili proizvodnjo
etanola s fermentacijo razgrajene ladke repe, ki vsebuje
inulin, z istodasno saharifikacijo z SPS-azo in inulinazo

in g Stirimi razliCnimi predhodnimi obdelavami laXke repe.
SPS-aza : ﬁporabili smo pripravek SPS-aze KRF-68.

Inulinaza: Inulinazo smo proizvedli s fermentacijo Asp.
ficuum (CBS 55 565). Aktivnost inulinaze smo dolodili, kot
Je opisano v Research Disclosure No. 21234 (december 1981)
strani 456 do 458.

Laboratorijska fermentacija: 150 g porcije predhodno obdelane

Zonte (opisane kasneje) smo fermentirali po dodatku 4,5 g
pekovskega kvasa in 1 ml 4 %-ne raztopine Pluronica kot pro-
tipenilnega sredstva. Fermentacijske bude smo opremili s pastmi
za C0,, ki so vsebovale 98 %-no Zveplovo kislino, in fermenta~-
cijo smo spremljali z merjenjem izgube tefe zaradi sproidenega

002. Vsebino buc smo med fermentacijo, ki smo jo izvedli pri
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30 °C, me3ali. Za vsak parameter, ki smo ga preudevali, smo
uporabili po tri bule.

V tabeli Bc II je izguba teZe zaradi sproSdenega
002 pretvorjena v etanol ob domnevi, da je 1 mol sproilenega

002 ekvivalenten molu 00235OH, tede
1gC0, ~ g g CH0H

Predhodne obdelave repe:

Obdelava A: 14,1 kg repe (22,8 % suhe snovi) smo kuhali v
Henze jevem kotlu pri 140 °C in 4 do 5 bar 20 minut.
Te%a po kuhanju je bila 19,0 kg (™~ 16,9 % suhe snov

Fermentacije smo izvedli direktno na Zonti.

Obdelava B: Oprano in zrezano repo smo zme3ali z vodo (1:1)
in nato me$ali v Waringovem meSalniku. Zonto smo

nato toplotno obdelovali 41 uro pri 85 °C in pH = 4,
Obdelava C: Kot B, vendar pH nismo uravnavali.

Obdelava D: Kot B, vendar brez toplotne obdelave in uravnavanja.

pH.

Rezultati: V tabeli Bc II kaZejo rezultati ulinek dodatka
SPS-aze k predhodno obdelani Zonti na dobitek etanola. Signi-
fikantno izboljSanje dobitka enotanola smo dosegli pri vseh

predhodno obdelanih Zontah, e gmo dodali SPS-azo.
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Tabela Bc II  Rezultati fermentacije v primerjavi z istoCasno
‘ fermentacijo in encimsko sabarifikacijo la3ke

repe
Pred- [Enote inu-~ % proizvedenega
hodne (linaze,do- SPS-aza ﬁgg2b2400 aﬁg%ergo etanola, glede na
obdela~dane k 1 g E/S % Imentaciie suho snov
va suhe snovi a4
1,5 0 7,65 + 0,05 | 31,5
A 1,5 0,27 8,07 + 0,08 . 33,2
B 1,5 0 4,85 + 0,03 29,7
1,5 0,40 5,41 + 0,03 33,1
1,5 6 | 5,70 + 0,05 » 34,8
1 s | o0 5,97 + 0,01 1 36,5
c 1,5 | 020 6,13 + 0,06 © 37,5
1,5 0,30 6,13 + 0,00 37,5
,_1r5_j | 0,40 16,18 + 0,05 _ 37,8*
1,5 0 5,77 + 0,02 35,3
1,5 0,10 | 5,89 + 0,00 36,0
.D 1,5 0,20 | 6,04 +0,11 36,9
- 1,5  |o,30 | 6,00 +0,01 ' 36,7
L5 | 0,40 | 6,02 + 0,03 36,8
0 0,40 5,48 + 0,02 33,5
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Be 3. Razgradnja celuloze.

Ugotovili smo, da lahko materiale, ki vsebujejo
celulozo, kot npr. slamo, npr. slamo Zitaric, Zagovino, papir
in 1liesnocelulozo', hidroliziramo s pripravkom SPS-aze v vedji
meri kot § konvencionalnimi celulazami. To prikazuje sledeli
primer, v katerem obdelamo kristaliniden celulozni material
(AVICEL) s pomodjo konvencionalne celulaze Celluclast ® 200,
ki jo proizvaja Trichoderma reesei, in pripravka SPS-aze

KRF 68.

imer Bc 3.1

Avicel smo suspendirali v vodi (20 % suhe snovi);
pH smo uravnali na 5 in temperaturo vzdrevali pri 50 °C.
Po reakeijskem Sasu 24 ur smo go3do filtrirali in izmerili
dele? reduktivnega sladkorja (g glukoze/g AVICELA). Pri upora-
bi doz encima, ki so znaSale 5 % in 20 % deleZza celuloze, SmO

ugotovili sledele vrednosti:

Tabela Bc III

Encim E/S % ng glukoze/g AVICELA
Celluclast 5 80
SPS-aza. 5 200
Celluclast 20 100
SPS-aza 20 240
Be 4, Uporsba kot pripomoéek pri peki

Ugotovili smo, da so pripravki SPS-aze izvrstno

primerni kot pripomolki pri peki. Ce torej dodamo suhi moki
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pred pripravo testa pripravek SPS-aze, lahko dobimo kruh
boljSe kvalitete glede volumna, sredice in okusa. Tako lahko
dobimo zelo kvaliteten kruh s p3eniCno moko slab3e kvalitete;

de uporabimo kot dodabek pripravek SPS-aze.

Be 5. IzboljSanje dobitka alkohola in dobitka biomase med
fermentacijo sulfitne odpadne luZnice iz proizvodnje

papirja

Ugotovili smo tudi, da lahko dobitek etanola iz~
boljSamo, e papirniSko sulfitno odpadno luZnico obdelamo
s pripravkom SPS-aze, predno jo uporabimo kot vir ogljikovih
hidratov za fermentacijo etanola. Papirnisko odpadno sulfitno
luZnico lahko uporabimo tudi za proizvodnjo biomase, npr.
enocelilnega proteina, s fermentacijo, in tudi v tem primeru
smo dobitek biomase izboljSali, Ce smo sulfitno luZnico pred-
hodno obdelali s pripravkom SPS-aze. Razgradnjo v prisotnosti
pripravka SPS-aze in fermentacijo lahko izvedemo tudi isto-

dasno.

Bec 6. Odstranjevanje vode iz biolodkih muljastih produktov.
Med tradicionalno vodno ekstrakcijo mnogih biolodkih

materialov iz rastlinskih surovin se tvorijo veliki volumni

netopnega ostanka, ki sestoji iz velikih deleZev nabreknjenih

polisaharidov. Tako je npr. pri proizvodnji soJjinega mleka,
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tofuja ali sojinega izolata z vodno ekstrakcijo soje, razmalCene
sojine moke ali belih kosmilev. Strukturni nebreknjeni poli-
sgharidni material lahko nato obdelamo v rshli meri z SPS-azo,
s Cimer se mreZna strukbtura materiala odpre in se solubilizi-
rajo samo majhne kolidine oglJjikovih hidratov. S tem odvzamemo
materialu vodo in zato doseZemo Vv go3¢i vedji deleZ suhe snovi
v primerjavi s produktom, dobljenim brez encimske obdelave.

Teko kaZe encimski postopek prednost znatno manjSe porabe ener-
gije za odstranjenje vode s suenjem, in odpira tudi moZnost
proizvodnje cenejSega suhega materiala za Zivalsko krmo ali

polnila za Zivilske uporabe.

Be 7. Pripomolek za siliranje

Zngno Jje, da zaradi povelanja hitrosti silaZnega pro-
cesa in prebavljivost silafe dodajajo k silaZi encimske
pripomolke za siiiranje. Ugotovili gmo, da pripravki SPS-aze

prekaSajo znane encimgke pripomocCke za siliranje.



- 118 -

Pregled slik, na katere smo ge Ze sklicevali, navajamo

spodaj z namenom, da bi zagotovili bolj izlrpen pregled.

Slika Spada k Opisuje
3t.
1 splofnemu delu opisa dokaz vezivnega uSinka med SFS
in sojinim proteinom
2 splognemu delu opisa  tehnoloZko shemo, ki opisuje

pripravo SPS

3 poglavju 2

kalibracijsko krivuljo za HFLC
kromatografijo gelske filtracije

4 poglavju 2

HPLC kromato%éam’g gelske
filtracije S

5 poglavju 2

HPLC kromatogram gelske filtra-
cije SBS, razgrajenega z SPB-azo

6 poglavju 2 in 3

HPIC kromatogram gelske filtra-
cije supernatanta iz SPS, inku-
biranega s sojinim proteinom

7 poglavju 2

HPIC kromatogram gelske filtracije
supernatanta iz razgrajenega SES,

inkubiranega s so:inim proteinom

8 poglavju %

HPLC kromatogram gelske filtracije

9 poglavju 3

APS, razgrajenega g Pectolyaso -

HPLC kromatogram gelske filtraci je
APS, razgrajenega z SPS-azo :

10 poglavju 3

HPLC kromatogram gelske filtracije
SPS, obdelanega s Pectolyaso
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Slika Spada k ‘ Opisuje
stev.
11 poglavju 7 imunoelektroforeticne pike,

vkljuéno pik SPS-aze, iden-

tificiran s prekrivno tehniko

12 poglavju 8 kromatogram ionske izmenjave
. ‘ SPS-aze

13 poglavju 9 odvignost aktivnosti SPS~aze
od pH

14 poglavju 9 odvisnost aktivnosti SPS-aze
od temperature

15 poglavju 9 temperaturno stabilnost
SPS-~aze

16 poglavju 10 pH-stabilnost proteaze v

pripravku SPS-aze
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PATENTNI ZAHTEVKI

1. SIS-aza,vkarbohidraza Vv uporabni obliki, ki Je
sposobna, da razgradi pod primernimi pogoJji sojin SPS v
razgradne produkte, ki se veZejo na protein v vodnem medi ju
v manjsi meri, kot bi se sojin SPS pred razgradnjo vezal sam
na isti protein pod ustreznimi pogoji.

2. BPS-aza po zahtevku 1, oznadena s tem, da je
SPS~aza sposobna, da razgradi sojin SPS v vodnem mediju v
razgradne produkte, ki se veZeJjo na rastlinski protein v
vodnem mediju v manj$i meri, kot bi se sojin SPS pred raz-
gradnjo vezal sam na isti rastlinski protein v vodnem mediju.

3. SP8-aza po zahtevku 1 ali 2, oznafena s tem, da
Je SPS-aza sposobna, da razgradi sojin SPS v vodnem mediju s
pH vrednostjo, ki od 4,5 ne odstopa za ved kot 1,5, v razgrad-
ne produkte, ki se veZejo na sojin protein v vodnem mediju v
manjsi meri, kot bi se sojin SPS pred razgradnjo vezal sam na
sojin protein v vodnem mediji. |

4, SPS~ aza po zahtevku 1 do 5; oznalena s tem, da

se razgradni produkti sojinega SPS po konlani razgradnji veZejo
na rastlinski protein v obsegu manj kot 50 %, zlasti manj kot
20 %, kot bi se sojin SPS pred razgradnjo vezal na rastlinski

protein v vodnem medi ju.
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5« SPS-aza po zahtevku 1 do 4, oznadena s tem, da
kaze SPS-aza pozitiven test ﬁa SPS-azo, Ce Jjo preiskujemo v
skladu z metodo za kvalitativmo in kvantitativno dololevanje
SPS-aze.

6. SPS-aza po zahtevku 1 do 5, oznalena s tem, da
smo SPS-azo proizvedli s pomoljo mikroorganizma, ki gpada
v rod Aspergillus, prednostno v skupino Aspergillus niger.

7. SPS—aza po zshtevku 1 do 6, oznalena s tem, da
je SPS-aza izvedena iz encimov, ki se jih da proizvesti z
Agp. aculeatus CBS 101.43.

8. SPS-aza po zahtevku 1 do 7, oznalena s tem, da
je SPS-aza imunoelektroforetilno identiéna SPS-azi,ki se
Jjo da proizvesti s pomoljo Asp. aculeatus CBS 101.43, in
identificirati s pomodjo imunoelektroforetidne prekrivne
tehnike.

9. Izolirani SPS, oznalen s tem, da Jje izolirani
SPS proizveden na osnovi rastlinskega surovega proteina kot
surovine.

10. Izoliran SPES po zahtevku 8, oznalen s tem, da
je rastlingki surovi protein razma¥ena sojina moka.

11. Postopek za izbiro mikroorganizma, ki proizvaja
SPS-azo, za proizvodnjo SPS-aze po zahtevku 1 do 8, oznacen
s tem, da mikroorganizem, ki ga holemo testirati, gojimo na

goJjisCu, katerega glavni vir ogljika je SPS po zahtevku 9 ali 10
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nakar vzorec gojisda analizi;amo na SPS-azo in, e Jje analiza
na SPS-azo pozitivna, omenjeni mikroorganizem izberemo kot
mikroorganizem, ki proizvaja SPS-azo.

12. Postopek za proizvodnjo SPS-aze po zahtevku
do 8, oznalen s tem, da sev, ki se ga da izbrati v skladu s
postopkom za izbiro po zshtevku 11, gojimo na gojiddu.

13. Postopek po zahtevku 12, oznalen s tem, da go-
jimo na goji3du sev Asp. aculeatus UBS 101.43 ali Asp. japonicus
IFO 4408.

14, Postopek po zahtevku 12 ali 13, oznaden s tem,
da izvedemo gojenje kot submerzno gojenje pri pH v obmocju
od 3 do 7, prednostno od 4 do 6, pri temperaturi v obmocju
od 20 do 40 °C, prednostno od 25 do 35 °C, pri emer vsebuje
gojisCe vire ogljika in du3ika in anorganske soli.

15. Postopek po zahtevku 12 do 14, oznalen s tem, da
vsebuje gojisce sojino moko.

16. Postopek po zahtevku 15, oznalen s tem, da
obdelamo sojino moko, predno:jo uporabimo kot sestavino sub-
strata, s proteolitskim encimom, prednostno s proteolitskim
encimom, proizvedenim mikrobno s pomoéjo Bacillus licheniformis.

17. Postopek po zahtevku 12 do 16, oznalen s tem,
da fermantacijski brozgi med gojenjem agepticéno dodamo ste-
rilno raztopino pektina.

18. Postopek za razgradnjo polisasharidov, pred-
nostno polisaharidov rastlinskih celidnih sten, s pomocjo
karbohidraze, oznaclen s tem, da spravimo pripravek SPS-aze

po zahtevku 1 do 8, v vodnem mediju v stik s substratom za
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ta pripravek SPS-aze. \

19. Postopek za razgradnjo polisaharidov po zahtev-
ku 18, oznalen s tem, da spremlja razgradnjo izolacija ali
ekstrakcija bioloSkega materiala, ki ni soJjin protein in
sorodni rastlinski proteini iz surovega bioloZkega materiala,
pri Cemer pripravek SPS-aze ne vsebuje v bistvu nobenega
encima, ki Jje sposoben, da razgradi ta bioloSki material.

20. Postopek za razgradnjo polisaharidov po zahtevku
18 ali 19, oznalen s tem, da nadalje obdelamo enega ali ved
reakeijskih produktov (neglede na to, ali so zaZeleni kondni
produkti ali odpadni produkti) istodasno z encimsko obdelavo
ali po njej.

21. Postopek za razgradnjo polisaharidov po zahtevku
20, oznacen s tem, da je nadaljnja obdelava v primeru, da Jje
eden od reakcijskih produktov fermentabilen sladkor, a&lkoholna

fermentacija.

Za
NOVO INDUSTRI A/S:

18457-XII-82/KA~LZ,
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Fovzetek

IzboljSave pri encimu za razgradnjo visokomolekulskega
ogljikovega hidrates in v zvezi z njim, izolirani visoko-
molekulski ogljikov hidrat, postopek zs izbiro mikroorgsnizma,
ki proizvaja tak encim, in postopek zs proizvodnjo takega

encima.

Encim, ki je sposoben, da razgradi visokomelekqlski
ogljikov hidrat, skrajSsno SFS (soluble polysaccharide), ine~
nujemo SFS-aza ‘PS-aza je sposobna, da razgradi SFS v raz-
gradne produkte, ki se veZejo na protein v vodnem mediju v
manjSi meri, kot SFS pred razgradnjo. Fostopek za izbiro mikro-
organizma, ki proizvaja SPS-azo, temelji na dejstvu, da je
SPS glavni vir ogljika gojisca, in na kvelitativnem testu
na plosco %2 SFS-agarjem. Opisan je postopek zs proizvodnjo SES-
aze s pomodjo deponiranegs seva Asp. aculeatus. SFS-aza je
tudi uporsbna v industriji sadja in zelenjsve in zas proizvodnjo

sokov in vins.
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NOVO INDUSTRI A/S "IzboljSave pri encimu za razgradnjo
_ vigokomolekulskega ogljikovega hidrata.."
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NOVO INDUSTRI A/S "Izéoli'gave Eiii encimu za razgradnjo vi-
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NOVO INDUSTRI A/S "Izbolj3ave pri encimu za razgradnjo vi-
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